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1. Einleitung

1.1. Harnblasenkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom macht 5% aller malignen Erkrankungen in Europa aus
(Sengupta et al. 2004) und ist die haufigste Tumorerkrankung des Harntrakts
(Ferlay et al. 2004). In Deutschland erkranken laut Angaben des Robert-Koch-
Instituts sowie der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. pro Jahr rund 28.750 Menschen an einer malignen Neoplasie
der Blase. Die Inzidenz steigt mit dem Alter, das mittlere Erkrankungsalter liegt
mit 71 Jahren bei M&nnern und 74 Jahren bei Frauen relativ hoch (Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. und das RKI 2008).
Manner sind 3,8mal so haufig betroffen wie Frauen, bei Mannern steht das
Harnblasenkarzinom an vierter Stelle in der Haufigkeit aller malignen

Erkrankungen (Ferlay et al. 2007).

Bei Diagnosestellung kénnen 70% der Karzinome als nicht-muskelinvasiv
klassifiziert werden, wahrend 30% bereits muskelinfiltrierend oder metastasiert
sind (Vaidya et al. 2001). Dabei sind Frauen haufiger von primar
muskelinfiltrierenden Tumoren betroffen als Manner, 85% der Patientinnen mit
radikaler Zystektomie waren bei Diagnosestellung bereits in diesem Stadium
(51% bei Mannern) (Vaidya et al. 2001).

Aufgrund der hohen Inzidenz und des typischen Krankheitsverlaufs mit haufigen
Rezidiven und langen Nachbeobachtungszeitraumen ist das Blasenkarzinom
mit einem enormen Kostenaufwand verbunden. Es ist die teuerste
Krebserkrankung utberhaupt, sowohl im Hinblick auf die Kosten pro Jahr und

Patient, als auch was die Lebenszeitkosten betrifft (Stenzl et al. 2008).
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1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren

Wichtigster und haufigster Risikofaktor fir die Entwicklung eines
Harnblasenkarzinoms ist Zigarettenrauchen. Es verdreifacht das individuelle
Erkrankungsrisiko, wobei sowohl die Dauer und Menge (pack years) als auch
das Alter bei Beginn des Nikotinkonsums direkten Einfluss auf die
Erkrankungswahrscheinlichkeit haben (Bierregaard et al. 2006). Etwa 60% aller

Urothelkarzinome bei Mannern kénnen auf das Rauchen zurickgefihrt werden.

Zweitwichtigster Faktor ist die Exposition gegentber aromatischen Aminen und
Nitrosaminen wie beispielsweise Aminobiphenyl, Benzidin, 2-Naphthylamin,
Dichlorbenzidin, Auramin oder Phenacetin. Sie ist meist berufsbedingt und
kommt vor in der Verarbeitung von Textilien, Gummi, Farben, Leder oder
Chemikalien (Pashos et al. 2002). Auch der Kontakt mit Arsen und Steinkohle
gilt als Risikofaktor (Lamm et al. 2006). In diesen Fallen kann das

Blasenkarzinom als Berufskrankheit anerkannt werden.

Die chemischen Karzinome wirken grundsatzlich auf das gesamte Urothel
schadlich, dennoch entstehen Uber 90% der Urothelkarzinome in der
Harnblase. Dies liegt daran, dass in der Harnblase die grof3te Urotheloberflache
liegt und das Epithel zudem durch die Speicherfunktion der Harnblase eine

langere Kontaktzeit mit den Karzinogenen hat.

Chronische Harnwegsinfekte zahlen ebenfalls als Risiko fir das
Harnblasenkarzinom. Die chronische Infektion mit Schistosoma haematobium
verfunffacht das Risiko fur Plattenepithelkarzinome der Blase, was vor allem in
bestimmten Regionen Afrikas, Asiens und Siddamerikas eine Rolle spielt
(McDougal et al. 2008).

Weitere Einflussfaktoren sind eine frilhere Bestrahlungstherapie des kleinen
Beckens, etwa bei gyndkologischen Malignomen oder Prostatakarzinom sowie

eine Therapie mit Cyclophosphamid oder Ifosfamid (Kaldor et al. 1995).

Bei den unterschiedlichen Erkrankungszahlen von Méannern und Frauen mag

neben den aulReren Einflissen wie Zigarettenrauch und Arbeitsstoffen auch der
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Hormonstatus eine Rolle spielen, wobei hier noch keine ausreichende

Datenlage gegeben ist (McGrath et al. 2006).

1.1.3. Klassifikation

1.1.3.1. TNM-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation der UICC (Union Internationale Contre le Cancer) ist fur
die meisten Tumorentitaten definiert und erreicht weltweit groRe Akzeptanz. Sie
umfasst im Wesentlichen 3 Kriterien der Einteilung: die GroRe bzw. Invasivitat
des Primartumors (T), den Befall von Lymphknoten (N) und das Vorhandensein

von Fernmetastasen (M).
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T Tx Primartumor nicht beurteilbar
TO Kein Anhalt far Primartumor
Ta Nicht-invasiver papillarer Tumor
Tis Carcinoma in Situ
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T2 Tumor infiltriert Muskulatur
T2a Infiltration oberflachlicher Muskeln (innere Halfte)
T2b Infiltration tiefer Muskulatur (auf3ere Halfte)
T3 Tumor infiltriert perivesikales Gewebe

T3a Mikroskopische Infiltration

T3b Makroskopische Infiltration (extravesikale Masse)

T4 Tumor infiltriert Nachbarorgane
T4a Infiltration von Prostata oder Uterus oder Vagina
T4b Infiltration von Becken oder Bauchwand

N Nx Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Solitdre Lymphknotenmetastasen <2cm
N2 Solitare/Multiple LK-Metastasen >2cm und <5cm
N3 Solitare/multiple LK-Metastasen >5cm

M Mx Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tab. 1: TNM-Klassfikation des Harnblasenkarzinoms ( Sobin und Wittekind 2002).
Einteilung der Infiltrationstiefe (T), der Tumorausdehnung auf Lymphknoten (N) und der
Fernmetastasen (M).

Fakultativ kann die LymphgefaRinvasion (L), der Venenbefall (V) sowie der
Residualtumor nach Therapie (R) benannt werden. Die neueste Version der
TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms stammt aus dem Jahre 2002 und
unterscheidet sich von friiheren Einteilungen in der Definition der Stadien T2
und T3 (Sobin und Wittekind 2002) (Tab. 1).

Im Bezug auf die Ausdehnung auf die Wandschichten der Blase lassen sich
oberflachliche, nicht muskelinvasive Tumoren (Ta und T1) von muskelinvasiven
(T2 bis T4) Tumoren unterscheiden (Babjuk et al. 2008) (Abb. 1).
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Abb. 1: Stadien das Urothelkarzinoms. Unterschiedliche Infiltrationstiefen des
Karzinoms im Bezug auf die Harnblase und die Nachbarorgane. Bezeichnung nach der
TNM-Klassifikation (siehe Tab. 1).

1.1.3.2. WHO/ISUP-Klassifikation

Die Einteilung der WHO (World Health Organisation) in Zusammenarbeit mit
der ISUP (International Society of Urological Pathology) von 2004 richtet sich
hauptsachlich nach der histologischen Morphologie. Sie unterscheidet hierbei
drei Gruppen: papillare urotheliale Prakanzerosen (PUNLMP = papillary
urothelial neoplasm of low malignant potential), low-grade und high-grade
Urothelkarzinome. Hiermit ist eine Abschéatzung des malignen Potentials der
Neoplasie moglich — je hoher die Gradzahl, desto héher der Malignitatsgrad
(Lopez-Beltran und Montironi 2004). Eine &ltere Einteilung der WHO von 1973
ist in der Klinischen Routine noch immer gebrauchlich und soll deshalb an
dieser Stelle ebenfalls genannt werden. Sie unterscheidet sich von der neueren
Einteilung hauptsachlich dadurch, dass in dieser die umstrittene Gruppe 2 der
magig differenzierten Tumoren wegféllt (Lopez-Beltran und Montironi 2004)
(Tab. 2).
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WHO Grading 1973 WHO Grading 2004
G1 | Gut differenziertes urotheliales PUNLMP Papillare urotheliale
Papillom Neoplasie von niedrigem

malignem Potential

Low-grade | Gut differenziertes
(LGPUC) urotheliales Papillom

G2 | maRig differenziertes urotheliales

Papillom
G3 | Schlecht differenziertes High-grade | Schlecht differenziertes
urotheliales Papillom (HGPUC) | urotheliales Papillom

Tab. 2: WHO-KIlassfikation des Harnblasenkarzinoms (  nach Lopez-Beltran und
Montironi 2004). Einteilung nach histopathologischen Kriterien.

1.1.3.3. Pathologische Klassifikation der morphologischen Subtypen

Neben der bereits vorgestellten, prognostisch bedeutsamen Einteilung in TNM-
Stadium und Grading, kann eine Neoplasie der Harnblase zudem nach
pathomorphologischen Kriterien klassifiziert werden. Diese Einteilung nach
Zelltyp und Differenzierungsgrad wurde ebenfalls durch die World Health
Organisation definiert und in der Klassifikation von 2004 festgehalten , hier zeigt
sich eine sehr grof3e Heterogenitat der Neoplasien der Harnblase. Fasst man
die einzelnen Subtypen zusammen, so sind mehr als 90% der
Harnblasenkarzinome Ubergangszellkarzinome, also Urothelkarzinome mit
Uberwiegend papillarem Wachstumsmuster (Kaufman et al. 2009). Etwa 5%
entfallen auf Plattenepithelkarzinome. Sehr selten sind Adenokarzinome (2%)

und Urachuskarzinome der Blase (Mostofi et al. 1973).

1.1.4. Klinik

Zu den ersten klinischen Zeichen eines Harnblasenkarzinoms gehoért die
schmerzlose Hamaturie, die bei etwa 80% der Patienten auftritt und das
fuhrende Leitsymptom urothelialer Karzinome ist. Bei Patienten mit nicht-
muskelinvasivem Karzinom ist wenn tberhaupt die Makroh&maturie das einzige
klinische Zeichen der Erkrankung. Weitere madgliche Beschwerden

muskelinvasiver Karzinome sind Dysurie, haufiger Harndrang, Urge-Inkontinenz
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und Schmerzen im Beckenbereich. Das Auftreten der letztgenannten
Symptome kann die maligne Erkrankung teilweise maskieren, da
differentialdiagnostisch viele und weit haufigere Ursachen der Beschwerden in
Frage kommen, gleichzeitig weisen sie allerdings auf ein invasives und
obstruierendes Wachstum der Neoplasie hin. Im fortgeschrittenen
Tumorstadium imponiert das Harnblasenkarzinom durch Harnabflussstérungen
der oberen Harnwege mit konsekutivem Harnstau, durch Gewichtsabnahme
sowie Anamie. In der klinischen Untersuchung kann sich die Neoplasie als
palpable Tumormasse darstellen, wobei dies ebenfalls erst bei fortgeschrittener
Erkrankung zu erwarten ist (Fossa et al. 1991).

1.14.1. Hamaturie

Da die Hamaturie als potenzieller Storfaktor der Urinmarkertests in dieser Arbeit
einen zentralen Platz einnimmt und wesentlicher Teil der Untersuchungen ist,

soll an dieser Stelle ndher darauf eingegangen werden.

Hamaturie ist definiert als eine pathologisch erhdhte Ausscheidung von
Erythrozyten im Urin. Von Makroh&amaturie spricht man bei einer sichtbaren
Rotfarbung des Urins durch Blutbeimengung, was in der Mikroskopie einer
Konzentration von mehr als 50 Erythrozyten pro Gesichtsfeld bei 400facher
VergroRerung entspricht. Die Farbkraft des Hamoglobins ist sehr grof3, so dass
bereits 2ml Blut in 500ml Urin gentigen, um eine sichtbare Rotfarbung zu
bewirken. Mikrohamaturie beschreibt den Nachweis von Erythrozyten per
Teststreifen oder in der Mikroskopie (>3 Erythrozyten pro Gesichtsfeld bei
400facher VergréfRerung in 5-20 Gesichtsfeldern), ohne sichtbare Verfarbung

des Harns.
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Abb. 2: Exemplarisch angefertigte Verdinnungskaskad e zur Darstellung des
makroskopischen Aspekts einer Hamaturie: Nativurin (Becher ohne Beschriftung
links), versetzt mit 1% Eigenblut (1), 0.5% (2), 0.25% (3), 0.125% (4) und 0.025% (5).

Die Ursachen einer Hamaturie sind Vvielfaltig und es kommen
differentialdiagnostisch zahlreiche benigne und maligne Erkrankungen in Frage.
In Studien zur Screening-Untersuchung asymptomatischer Patienten zeigte
sich, dass bei 9-18% der Bevolkerung eine Mikrohdmaturie nachgewiesen
werden kann (Messing et al. 2006). In den meisten Fallen ist keine kausale
Ursache festzustellen. Besteht eine Makrohdmaturie, so sind prarenale
Ursachen der Blutbeimengung wie Antikoagulation oder hamorrhagischer
Diathese héaufig. Anhand der Drei-Glaser-Probe und der Untersuchung der
Morphologie der Erythrozyten kann hierbei die Lokalisation einer Blutung
innerhalb des Harntrakts eingegrenzt werden. Dysmorphe Erythrozyten
sprechen fiur eine renale Blutungsquelle. Diese renale Hamaturie tritt auf bei
entzundlichen Erkrankungen wie Glomerulonephritiden und Pyelonephritiden
oder seltener aus traumatischer, ischamischer oder maligner Genese. In ihrer
Form unveranderte Zellen geben Hinweis auf eine postrenale Blutung.
Steinleiden und Zystitiden sind haufige Ursachen postrenaler Blutungen, in
diese Gruppe gehoren auch die Tumoren der ableitenden Harnwege. Fast alle
Patienten mit Harnblasenkarzinom haben eine Hamaturie, aber nur bei weniger
als 5% der Patienten mit Hamaturie ist ein Urothelkarzinom die Ursache der

Blutbeimengung (Budman et al. 2008).
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1.1.5. Diagnostik und Staging

1.1.5.1. Nichtinvasive Diagnostik

Erste Schritte in der Abklarung einer Hamaturie oder bei Verdacht auf das
Vorliegen eines Urothelkarzinoms sind nach der genauen Anamnese und
korperlicher Untersuchung nichtinvasive Verfahren wie die Urinuntersuchung
per Sedimentmikroskopie, Zytologie und Urinmarkertests. Als bildgebendes
Verfahren steht die Sonographie an erster Stelle und bietet eine risikoarme,
breit zugangliche und aussagekraftige diagnostische Mdoglichkeit (Patschan et
al. 2008). Sowohl der obere Harntrakt als auch die ableitenden Harnwege
konnen beziglich einer Raumforderung, eines Harnstaus und intraluminalen
Fullungsdefekten beurteilt werden, wobei die Sensitivitdt der Untersuchung
eingeschréankt ist. Im Anschluss kann ein Ausscheidungsurogramm (AUR)
folgen, mit Hilfe dessen Raumforderungen im oberen Harntrakt dargestellt
werden kénnen, wobei die Sensitivitat dieser Untersuchung als eher gering
einzustufen ist (Patschan et al. 2008). Alternativ dazu steht die CT-Urographie
mit Kontrastmittel zur Verfigung (Nolte-Ernsting und Cowan 2006). Fiur die
zuklnftige Entwicklung der nichtinvasiven Diagnostik ist die MR-Urographie
vielversprechend, da sie nicht mit Strahlenbelastung einhergeht und

periureterale Veranderungen mitbeurteilt werden kénnen (Patschan et al. 2008).

1.1.5.2. Urinzytologie

Die Zytologie wird neben der Zystoskopie als Goldstandard in der Diagnostik
des Urothelkarzinoms eingesetzt. Aufgrund zytolytischer Effekte Uber Nacht
sollte fur die Untersuchung kein Morgenurin verwendet werden, da sonst
gehauft falsch-positive Ergebnisse zu beobachten sind. Die Zytologie zeichnet
sich aus durch eine hohe Spezifitat und eine gute Sensitivitat (iber 90%) - bei
hochgradigen Tumoren und bei CIS. Bei gut differenzierten Malignomen zeigt
sie allerdings eine nicht zufriedenstellende Sensitivitat von 20-60%. Die deutlich
unterschiedlichen Angaben zu Sensitivitdt und Spezifitdt in der Literatur — es
wird von einer Spezifitat zwischen 12-84% berichtet (Budman et al. 2008) -
werden auf die Untersucher-Abhangigkeit der Urinzytologie zurlckgefuhrt.

Dieser subjektive Einfluss in die Auswertung der Zytologie ist abhangig vom
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Durchsatz des Zentrums und von der Schulung und Qualifikation der Mitarbeiter
und ist ein wesentlicher Nachteil in der Vergleichbarkeit der Testergebnisse.

1.1.5.3. Zystoskopie

Goldstandard in der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms ist die Zystoskopie,
gegebenenfalls mit Entnahme von Probebiopsien und histologischer
Aufarbeitung. Sie ist zur Sicherung der Diagnose bei fraglichen oder aufféalligen
Befunden in jedem Fall anzuraten (Patschan et al. 2008). Im klinischen Alltag
wird meist die Zystoskopie mit flexiblem Zystoskop durchgefiihrt, unterscheiden
lassen sich hierbei noch die Standarduntersuchung mit Weil3licht (WL = white
light cystoskopy) von der Fluoreszenz-Zystoskopie (PDD = photodynamic
diagnostic). Dabei wird nach intravesikaler Gabe von fluoreszierendem
Kontrastmittel  (5-Aminolaevulinsdure oder Hexaminolaevulinat) die
Zystoskopie mit blauem Licht durchgefihrt, wodurch sich auffallige Areale der
Blasenschleimhaut besonders gut darstellen (Hexvix® = hexaminolevulinate
fluoreszence cystoscopy). Vor allem fur CIS-Tumoren konnten hier bessere
Detektionsergebnisse als in der Weilllichtzystoskopie erzielt werden
(Schmidbauer et al. 2004).

Vorteile der Zystoskopie sind ihre hohe Sensitivitdt und die Mdglichkeiten der
histopathologischen Diagnosebestatigung und der prognostisch relevanten
Stadieneinteilung, die die Auswahl einer adaquaten Therapie ermdglicht
(Budman et al. 2008). Zu den Nachteilen zahlen die Invasivitat des Eingriffs und
die damit verbundene Belastung des Patienten, sowie die relativ hohen Kosten
des Eingriffs (Lotan et al. 2006). Zudem zeigt die Zystoskopie ihre Schwachen
in der Erkennung von kleinen, flachen Tumoren oder Carcinomata in situ
(Budman et al. 2008). Trotzdem ist sie unverzichtbar und alleine beweisend fur

das Vorliegen eines Harnblasenkarzinoms.

1.1.5.4. Transurethrale Resektion von Blasenanteilen (TUR-B)

Sowohl aus diagnostischer als auch therapeutischer Absicht wird die
transurethrale Resektion von Blasenwandgewebe (TUR-B) durchgeftuhrt. Bei

oberflachlichen Tumoren (histologisches Stadium Ta/T1), die kleiner als 1cm im
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Durchmesser sind, kann das maligne Gewebe im Idealfall en bloc entnommen
werden. Dabei sollte das Resektat den kompletten Tumor sowie Teile der
darunter liegenden Blasenwand und der Blasenmuskulatur enthalten, um
Aussagen Uber eine mogliche Muskelinvasivitat machen zu konnen. Bei
groReren Tumoren wird das Gewebe in einzelnen Fraktionen entfernt, das
Resektionsmaterial vom Tumorgrund, der Blasenwand, der Blasenmuskulatur
und den Tumorrandgebieten wird einzeln in die Pathologie eingeschickt.
Anschliel3end werden an verschiedenen Stellen aus makroskopisch auffalligen
Arealen — bei Anwendung der PDD-Zystoskopie solche Gebiete, die besonders
starke Fluoreszenz zeigen - und aus unauffallig erscheinendem Urothel
Biopsien entnommen, um multifokale Tumoren zu erfassen und Préakanzerosen
auszuschlielBen. Die TUR bietet damit neben der therapeutischen Option fir
oberflachliche Harnblasenkarzinome auch die Madglichkeit der endgultigen

Diagnosesicherung fur muskelinfiltrierende Karzinome.

1.1.5.5. Staging

Zur weiteren Therapieplanung schliet sich bei muskelinfiltrierenden
Blasenkarzinomen die Suche nach befallenen Lymphknoten und
Fernmetastasen an. Die Beurteilung des lokalen Tumorwachstums und Befalls
von Nachbarorganen erfolgt durch CT- oder MRT-Untersuchung (Barentsz et
al.1996). Die Bildgebung ist allerdings nur indiziert, wenn sich daraus eine
therapeutische Konsequenz ableiten lasst. Eine hAmatogene Metastasierung in
Lunge oder Leber lasst sich ebenfalls per CT oder MRT beurteilen. Da ossare
und cerebrale Metastasen zum Zeitpunkt der Primérdiagnose selten sind und
meist mit einer typischen Symptomatik einhergehen, muss eine Bildgebung hier
nur bei begrindetem Verdacht erfolgen (Van der Molen et al. 2008, Cowan et
al. 2007). Mit dem PET-CT kann der Nachweis von lokoregionaren
Lymphknotenmetastasen gelingen, sofern nicht ohnehin die pelvine
Lymphknotendissektion im Rahmen einer radikalen Zystektomie geplant ist.
Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der Empfehlungen der EAU fir das Staging bei

gesichertem Harnblasenkarzinom.
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Fragestellung Empfohlene Staging -Untersuchung en
Diagnose invasives Zystoskopie mit Biopsie
Blasenkarzinom Bildgebung nur falls therapeutische Konsequenz

Lokales Staging bei moglichem | MRT mit Kontrastmittel

radikalem Therapieansatz Spiral-CT mit Kontrastmittel
Bei gesichertem Spiral-CT von Thorax, Abdomen, Becken plus CT-
muskelinvasivem Karzinom Urographie

2.Wahl: AUR plus Rontgenthorax

Tab. 3: EAU-Empfehlungen fur das Staging bei gesich  ertem Harnblasenkarzinom
(Stenzl et al. 2009).

1.1.6. Therapie

1.1.6.1. Nicht-muskelinvasive Blasenkarzinome (Ta/T1)

Bei Vorliegen eines nicht-muskelinvasiven Blasenkarzinoms ist die Therapie der
Wahl die TUR des Tumors unter Mithahme von darunter liegendem tumorfreiem
Muskelgewebe. Hierbei handelt es sich um den erfolgreichsten Therapieansatz
(Stenzl 2009), mit dem Ziel der Heilung durch komplette Resektion aller
malignen Gewebeanteile. Bei 33-53% der Patienten mit T1-Tumoren kann
allerdings nach erfolgter TUR noch ein Residualtumor nachgewiesen werden
(Miladi et al. 2003). In diesen Fallen und bei fehlendem Muskelanteil im
Resektat wird die Nachresektion zwei bis sechs Wochen nach erfolgter TUR

empfohlen (Grimm et al. 2003).

Ein wesentliches Merkmal urothelialer Tumoren der Harnblase ist die hohe
Rezidivrate, gerade auch bei Patienten mit nicht-muskelinvasiven Neoplasien.
So tritt bei vielen Patienten trotz erfolgreicher TUR mit tumorfreier
Nachresektion ein Rezidiv auf, in selteneren Féllen ist von einem Progress des
Primé&rtumors in muskelinvasive Stadien auszugehen (Brausi et al. 2002). Das
Ausmald adjuvanter TherapiemalRinahmen zur Risikoreduktion kann sich an

einer Einschatzung des individuellen Risikos des Patienten orientieren.
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1.1.6.1.1. Risikoeinschatzung fur adjuvante Therapieplanung

In der Abwégung des adjuvanten therapeutischen Procedere spielt die
Einschatzung des individuellen Risikos einer Progression oder eines
Tumorrezidivs bei Patienten mit nicht-muskelinvasivem Blasenkrebs eine
gewichtige Rolle. Eine Einteilung der EORTC (European Organization for
Research and Treatment of Cancer) in 3 Risikogruppen basiert auf klinischen
und pathologischen Kriterien wie Tumorzahl und —grof3e, initialer Rezidivrate, T-
Stadium, Grading und (gleichzeitigem Vorhandensein von CIS. Die
Informationen werden bei einer ersten Kontrollzystoskopie 3 Monate nach TUR
erhoben, diese Zystoskopie hat also weitreichende Bedeutung flr die weitere
Beurteilung des Verlaufs. Mit dem errechneten Score kann sowohl fur die
Rezidivwahrscheinlichkeit als auch fir das Risiko der Progression fir den
einzelnen Patienten eine Aussage gemacht werden (Sylvester et al. 2006). Die
Einteilung erfolgt jeweils in 3 Gruppen: hohes, mittleres und geringes Risiko mit
Angabe der prozentualen Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs bzw. einer
Progression. Danach richten sich das weitere therapeutische Procedere und die

Haufigkeit der zystoskopischen Kontrollen.

Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv in %
Rezidiv-Score | Nach 1 Jahr Nach 5 Jahren Risikogruppe
0 15 31 Low risk
1-4 24 46 Intermediate
5-9 38 62 risk
10-17 61 78 High risk

Tab. 4: Wahrscheinlichkeitsberechnung fir Rezidiven twicklung (Sylvester et al.
2006). Angaben des prozentualen Anteils der Patienten, die nach 1 bzw 5 Jahren ein
Rezidiv entwickeln, abhéangig von der Punktezahl des EO




14 Einleitung

Wahrscheinlichkeit fir Progression in %
Progressions- | Nach 1 Jahr Nach 5 Jahren Risikogruppe
Score
0 0,2 0,8 Low risk
2-6 1 6 Intermed. risk
7-13 5 17 High risk
14-23 17 45

Tab. 5: Wahrscheinlichkeitsberechnung fir Progressi on (Sylvester et al. 2006).
Angaben des prozentualen Anteils der Patienten, die hach einem bestimmten Zeitraum
eine Progression haben, abhangig von der Punktezahl des EO

1.1.6.1.2. Intravesikale Chemotherapie

Die einmalige postoperative Gabe von Chemotherapeutika in die Blase
(Frahinstillation) reduziert die Rezidivrate um 12% (Sylvester et al. 2004) und ist
bei allen Patienten nach TUR indiziert. Als Agenzien kommen Mitomycin C,
Epirubicin und Doxorubicin in Frage, sie sind in ihrer Wirksamkeit als

gleichwertig anzusehen.

Bei Patienten mit mittlerem oder hohem Rezidivrisiko oder mit mittlerem
Progressionsrisiko ist die wiederholte Gabe von Chemotherapeutika indiziert
(Pawinski et al. 1996). Die optimale Dauer und Frequenz der Therapie ist noch
nicht endgultig geklart, sinnvoll erscheint ein Zeitraum von 6-12 Monaten mit 6-

wochiger Induktionstherapie und folgenden repetitiven Zyklen.

1.1.6.1.3. BCG - Immunotherapie

Die Instillation von Bacillus Calmette-Guérin (BCG) ist eine effektive Alternative
zur Chemotherapie, durch die sowohl die Rezidivrate als auch die
Progressionsrate gesenkt werden konnen (Béhle und Bock 2004). Indiziert ist
sie somit bei Patienten mit hohem Risiko fur Progression oder Rezidiv, oder bei
mittlerem Risiko, sofern eine eingeleitete Chemotherapie nicht vertragen wurde.
Bei low-risk Tumoren ist aufgrund der betrachtlichen Nebenwirkungen von BCG
(wie Sepsis, Fieber, Arthritis, granulomatdse Prostatitis) von einer Therapie

abzusehen. Ublicherweise werden die BCG-Installationen nach einem
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empirischen 6-woOchigen-Schema verabreicht, der Therapieplan und die
optimale Dosierung stehen allerdings weiterhin in der Diskussion (Bohle und
Bock 2004). Die Dauer der Therapie mit BCG sollte mindestens eine Jahr

betragen.

1.1.6.1.4. Zystektomie

Die radikale Zystektomie kann Patienten mit nicht-muskelinvasivem
Blasenkrebs dann angeboten werden, wenn der Tumor bei Diagnosestellung
ein hohes Risiko der Progression aufweist. In diesem Fall ist die Operation als
Alternative zu einer einjahrigen Therapie mit BCG zu sehen. Bei Patienten, bei
denen eine BCG-Therapie durchgefiihrt wurde, die aber keinen Erfolg zeigte
(beispielsweise Befundverschlechterung trotz Therapie), ist ebenfalls eine
Zystektomie anzuraten. Eine Verzdgerung der operativen Versorgung kann hier

zu einer Verschlechterung der Prognose fuhren (Raj et al. 2007).

1.1.6.1.5. Follow-up

Um mogliche Rezidive eines Harnblasenkarzinoms frihzeitig zu erkennen
werden wiederholte Zystoskopien im Verlauf empfohlen. Der angemessene
Abstand zwischen den einzelnen Untersuchungen richtet sich wiederum nach
dem individuellen Risiko des Patienten. Das Ergebnis einer ersten Zystoskopie
nach 3 Monaten ist ein wichtiger prognostischer Faktor fur den weiteren Verlauf
(Sylvester et al. 2006). Die weiteren Empfehlungen zum Zeitabstand zwischen

den einzelnen Kontrollzystoskopien sind in Tabelle 6 dargestellt.

Risiko - | Empfohlener Abstand der Follow -up Zystoskopien in Monaten

gruppe

1. Zystoskopie |Jahr1l |Jahr2 |Jahr3 |Jahr4 |Jahr5 | spater

Low risk | Nach 3 Mon 6 12 12 12 12

High risk | Nach 3 Mon 3 3 4 6 6 12

Tab. 6: EAU-Empfehlungen fir die Abstdnde der Kontr  ollzystoskopien nach
nicht-muskelinvasivem Blasenkarzinom (Babjuk et al. 2008). Angabe der
Zeitabstande in Monaten, abhangig vom Jahr nach Diagnosestellung
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1.1.6.2. Muskelinvasive Blasenkarzinome

Die Standardtherapie bei muskelinvasivem Blasenkrebs ist die radikale
Zystektomie (Nagele et al. 2007). Dabei stehen mehrere Operationstechniken
hinsichtlich des ResektionsausmalRes und des Blasenersatzverfahren zur
Auswahl. Alternativ dazu kann in manchen Fallen eine blasenerhaltende

Kombinationstherapie erwogen werden.

1.1.6.2.1. Radikale Zystektomie

Im Vergleich mit anderen Therapiemdglichkeiten bringt die radikale Zystektomie
den groRten Gewinn an Lebenszeit. Eine verspatete Operation fihrt
dementsprechend zu einer schlechteren Prognose, sowohl fir Rezidivireiheit

als auch fur die mittlere Uberlebenszeit (Chang et al. 2003).

Indiziert ist die radikale Zystektomie in kurativer Absicht bei Tumoren im
Stadium T2-T4a, NO-Nx, MO, sowie bei primar nicht-muskelinvasiven Tumoren
(T1), die ein hohes Risiko fir Progression oder Rezidiv zeigen oder die
therapieresistent sind. Weitere Indikation sind alle nicht-urothelialen Karzinome
der Blase. Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren (T4b) kann die Operation als
palliative  MalRnahme zur Symptomkontrolle erwogen werden, die
therapiebezogene Morbiditat und Mortalitat sind im Vergleich akzeptabel
(Nagele et al. 2007).

Das Resektionsausmald richtet sich nach der Lokalisation und GroRe der
Neoplasie. Grundsatzlich wird die Harnblase komplett entfernt, bei Mannern
unter Mitnahme von Prostata und Samenblaschen, bei Frauen von Uterus und
Adnexen (Stenzl et al. 2005). Wie weit die Resektionsgrenzen hier gezogen
werden sollten und ob beispielsweise Teile der Prostata belassen werden
konnen, steht noch in Diskussion (Vallancien et al. 2002). Die Entnahme von
mindestens 15 regionalen Lymphknoten dient sowohl der Evaluation des
genauen Tumorstadiums als auch einer Verbesserung des Survival
(Fleischmann et al. 2005). Ist das Karzinom am Blasenhals gelegen oder sind
die Urethra nahen Absetzungsrander nicht tumorfrei, so sollte die Harnréhre mit
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entfernt werden (Stenzl et al. 1997) (Nagele et al. 2006). Dadurch sind
allerdings die Mdglichkeiten des Blasenersatzes eingeschrankt.

Bei beiden Geschlechtern sind offene als auch laparoskopische
Operationsverfahren gleichermaf3en moglich, hinsichtlich der Lebensqualitat
und dem Survival zeigen sich hier bisher keine Unterschiede (Haber et al.
2007). Die Zystektomie kann dabei mit oder ohne Assistenz durch einen
Operationsroboter (robot-assisted) erfolgen, ohne Einfluss auf das Outcome
des Patienten (Abraham et al. 2007).

1.1.6.2.2. Blasenersatzverfahren

Der Ersatz der Blasenfunktion kann durch unterschiedliche Ableitungsformen
geschehen. Die Art des Blasenersatzes beeinflusst das onkologische Outcome
des Patienten nicht, hinsichtlich der Lebensqualitdt und der funktionellen

Situation gibt es allerdings deutliche Unterschiede.

Die einfachste Form der Urinableitung mit einer kurzen Operationszeit ist die
Ureterocutanostomie, bei der die Ureteren mit einem Stoma in der Bauchhaut
verbunden werden. Indikationen sind fehlende anatomische Voraussetzungen
fur eine naturliche Harnableitung bei sehr alten oder multimorbiden Patienten
oder eine sehr begrenzte Prognose.

Das lleum-Conduit war seit den 1950er Jahren die Standard-Harnableitung
(Bricker 1950) und wird auch heute noch haufig angewandt. Dabei wird ein
Pouch aus terminalem lleum gebildet, der abdominell zwischen den Ureteren
und der Haut liegt. Diese inkontinente Form der Ableitung findet haufig bei

palliativen Therapieansatzen oder bei multimorbiden Patienten Anwendung.

Eine kontinente Harnableitungsform ist die orthotope Neoblase, die mittlerweile
als erste Wahl des Blasenersatzes gilt. Dabei wird ein Segment des terminalen
lleums zu einem blasenférmigen Reservoir umgestaltet und anschlieBend mit
Ureteren und Harnrohre verbunden. Damit ist eine sichere und verlassliche
Harnableitung maoglich, flir den Patienten ist es der natirlichste Blasenersatz

(Stenzl 1999), was mit einer hoheren Lebensqualitat einhergeht. Allerdings ist
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von Seiten des Patienten eine hohe Compliance nétig, um den Umgang mit der

Neoblase zu lernen und zu meistern.

1.1.6.2.3. Neoadjuvante Chemotherapie

Blasenkarzinome zeigen eine hohe Ansprechrate auf Chemotherapeutika,
vornehmlich Kombinationsregime mit Cisplatin. Da die Ergebnisse nach
alleiniger operativer Versorgung mit 5-Jahres-Uberlebensrate von 50% nicht
zufriedenstellend sind, wurde in mehreren Studien eine neoadjuvante
Chemotherapie evaluiert. Dabei wurde eine Verbesserung der 5-Jahres-
Uberlebensrate um 5-7% durch eine neoadjuvante Chemotherapie mit
Cisplatin-Kombination festgestellt. Bei allen Patienten mit ausreichender
Nierenfunktion und gutem Allgemeinzustand kann folglich eine neoadjuvante

Chemotherapie in Erwagung gezogen werden.

1.1.6.2.4. Blasenerhaltende Therapieansatze

Eine Alternative zur radikalen Zystektomie bei ausgesuchten Patienten kann die
multimodale Therapie sein mit einer Kombination aus TUR, Bestrahlung und
Chemotherapie (Shipley et al. 2002). Damit kann bei 60-80% der Patienten eine
Komplettremission erreicht werden, was den Ergebnissen des chirurgischen
Ansatzes nahekommt. Auch die mittlere Uberlebenszeit ist vergleichbar,
allerdings bleibt die Blase immer potenzielle Rezidivquelle. Eine alleinige Radio-
oder Chemotherapie ist keine kurative Option bei muskelinvasiven

Blasenkarzinomen.

1.1.6.3. Metastasierte Blasenkarzinome

Bei 10-15% der Patienten bestehen bereits zum Diagnosezeitpunkt
Fernmetastasen (Rosenberg et al. 2005), die durchschnittliche Uberlebenszeit
wird mit 12 Monaten beziffert. Da Harnblasenkarzinome &ufRerst chemosensitiv
sind, kdénnen hiermit auch bei metastasierten Karzinomen gute Ergebnisse
erzielt werden. Wesentliche Kriterien fur die Auswahl des Therapieregimes sind
der Allgemeinzustand des Patienten (Karnofksy-Index), das Vorhandensein von
viszeralen Metastasen und die Nierenfunktion, die den Einsatz von Cisplatin

beschrankt. Standardkombinationen in der First-line-Therapie sind M-VAC
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(Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin) und GC (Gemcitabin und
Cisplatin). Die durchschnittliche Lebensverlangerung ist bei beiden Regimen
vergleichbar (14,8 bzw. 13,8 Monate) (von der Maase et al. 2005). Bei
Patienten, die nicht mit Cisplatin behandelt werden kénnen, sind

Kombinationsregime mit Carboplatin indiziert.

1.1.7. Prognose

Nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinome haben mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUR) von 76% eine relativ gut Prognose (Madersbacher et
al. 2003). Nach erfolgter TUR ist hier dem Follow-up der Patienten besondere
Bedeutung zuzumessen, da im Verlauf immer das Risiko einer Progression
oder eines Rezidivs besteht. Wichtigster prognostischer Faktor ist hierbei das
Ergebnis der Kontrollzystoskopie 3 Monate nach TUR. Bei Patienten mit initial
niedrigem Risikopotential treten hé&ufig auch gut differenzierte Rezidive in
niedrigem Tumorstadium auf, wahrend bei high-risk Patienten eher invasive
Karzinome im Verlauf mdglichst frih erkannt werden mussen. Es wird
geschatzt, dass 50-80% der Patienten innerhalb von 5 Jahren ein Rezidiv
entwickeln und bei 10-30% eine Progression festgestellt werden muss (Nguyen
et al. 2008).

Bei muskelinvasiven Urothelkarzinomen ist die Prognose abhangig von
Tumorstadium und Lymphknotenbefall, dies sind die einzigen unabhangigen
Pradiktoren des Survivals (Bassi et al. 1999). Im Stadium pT2 ist die 5-JUR
74%, bei pT3-Tumoren 52% und im Stadium pT4 nur noch 36% (Madersbacher
et al. 2003). Damit ist die Prognose deutlich schlechter und zeigt eine hdhere
Mortalitatsrate als bei nichtinvasiven Karzinomen. Die Heilungsrate ist dennoch
hoch, solange die Neoplasie auf die Blase begrenzt ist, keine Metastasierung in
regionale Lymphknoten stattgefunden hat und eine adaquate Therapie
frihzeitig eingeleitet wurde. So liegt der Anteil der Patienten, die 5 Jahre nach
radikaler Zystektomie rezidivfrei sind bei 58% (Shariat et al. 2006b). Die
Behandlung von Patienten mit T4-Stadium bleibt eine Kklinische
Herausforderung (Merseburger und Kuczyk 2007), die therapeutischen Ansatze

scheinen oft unzureichend.
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1.2. Nichtinvasive Urindiagnostik

Den groften Einfluss auf die Diagnostik und Therapie in den letzten
Jahrzehnten hatte die Entwicklung von Zystoskopie und Bildgebungsverfahren.
Sie sind die Eckpunkte der Diagnostik (Stenzl 2009). Die Zystoskopie ist
hochsensitiv fur fast alle Tumoren und gilt nach wie vor als Goldstandard in der
Abklarung und dem Follow-up von Harnblasenkarzinomen. Trotz der
technischen Weiterentwicklung bleibt sie jedoch eine invasive Malinahme mit
entsprechenden Komplikationen, ist fir Patienten unangenehm und ist nicht
selten mit Angst verbunden. Zudem ist die Zystoskopie durch hohe
Untersuchungszahlen im Follow-up mit enormen Kosten verbunden. lhre
Schwachen zeigt die Zystoskopie bei der Detektion von flachen, kleinen
Tumoren oder CIS (Budman et al. 2008).

Die Urinzytologie wird in Kombination mit der Zystoskopie angewandt. Sie ist
hochspezifisch, mit einer guten Sensitivitat bei high-grade Tumoren und gerade
auch bei Carcinomata in situ. Bei gut differenzierten Tumoren ist ihre
Sensitivitat gering, so kann sie weder die Zystoskopie ersetzten, noch die
Intervalle zwischen den Untersuchungen verlangern (Budman et al. 2008).

Um eine Alternative zur invasiven Zystoskopie und der wenig sensitiven
Zytologie zu finden, wurden mehrere Biomarker fir die Detektion von
Urothelkarzinomen untersucht. Der optimale Marker sollte nichtinvasiv, einfach
anzuwenden und kostenginstig sein. Zudem ist Voraussetzung, dass er
hochspezifisch und hochsensitiv ist. Als Untersuchungsmaterial bietet sich beim
Urothelkarzinom besonders die Urinprobe an, da sie einfach, nichtinvasiv und in
ausreichenden Mengen gewonnen werden kann und moégliche Marker in

abgeschilferten Tumorzellen nachgewiesen werden kénnen.

In den letzten Jahren wurden folglich Uber 20 uringebundene Biomarker
untersucht. Einige davon wurden von der FDA (US Food and Drug
Administration) zugelassen, sind kommerziell erhaltlich und werden in der

Diagnostik eingesetzt. Am Verbreitesten sind: ImmunoCyt/uCyt+, BTA-stat,
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BTA-TRAK, NMP22, NMP22-BladderChek und UroVysion. Diese Tests sollen

im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sind die Urinmarkertests ImmunoCyt/uCyt+, NMP22
und UroVysion zur Anwendung gekommen, desweiteren wurde die

Urinzytologie untersucht.

1.2.1. Urinmarkertests

1.2.1.1. ImmunoCyt/uCyt+

In dem Immunfluoreszenztest ImmunoCyt/uCyt+ werden spezielle monoklonale
Antikdrper eingesetzt, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt sind. Diese
Antikdrper binden spezifisch an ein Mucin-Glycoprotein und an carcinom-
embryonales-Antigen (CEA), welche als Tumorantigene fur verschiedene
Blasentumorzellen gelten (Bergeron et al. 1996a/b). Seine Stéarke zeigt der
uCyt+-Test vor allem in der Detektion von niedrigmalignen Tumoren (Sullivan et
al. 2009; Budman et al. 2008). Die Durchfihrung des Tests ist technisch
einfach, erfordert allerdings ein gewisses Mald an Expertise und Ausristung.
Die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop kann schwierig zu interpretieren
sein und ist zum Teil untersucherabhangig. Mégliche Ursache konnte eine
Verénderung des Zellbildes durch Harnwegsinfekte oder eine Hamaturie sein
(Sullivan et al. 2009). Auch eine Beeinflussung durch eine benigne

Prostatahyperplasie wurde berichtet (Herman et al. 2008).

Der vom Hersteller DiagnoCure (DiagnoCure Inc., Sainte-Foy, Canada) auf den

Markt gebrachte Test ist nur zugelassen in Kombination mit der Urinzytologie.

1.2.1.2. BTA-Tests

Auf dem Markt sind zwei Biomarker-Tests erhéltlich, die das ,bladder tumor
antigen‘ (BTA) nachweisen. Zum einen der rein qualitative Nachweistest BTA-
Stat (=signal tranducer and activator of transcription), zum anderen der BTA-
TRAK, ein ELISA zur quantitativen Messung von BTA. Beide Tests werden vom
Hersteller Polymedco, Redmond, USA angeboten. Die Messung erfolgt tber

den Einsatz von Antikorpern, die erhéhte Werte an CFHrp (complement factor
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H related protein) in der Probe nachweisen (Budman et al. 2008). In mehreren
Studien haben sich die BTA-Tests als sensitiver, aber weniger spezifisch als die
Urinzytologie gezeigt (Halling et al. 2002). Dies mag unter anderem an der
hohen Rate falsch-positiver Ergebnisse aufgrund einer Irritation der
Blasenwand durch Harnwegsinfekte, Steinleiden, Fremdkorper oder
mechanische Manipuation liegen (Sharma et al. 1999).

1.2.1.3. NMP22

NMP (nuclear matrix proteins) sind Proteine, die wichtige zellulare Prozesse
regulieren und eine Rolle in der DNA-Transkription spielen. Sie sind ein Teil des
NuMA (nuclear mitotic apparatus protein) (Chiong et al. 2008). Mehrere NMPs
dienen als Biomarker fiir unterschiedliche Tumorentitaten, wie Karzinome der
Prostata, Brust, Knochen oder auch des Kolons, da das jeweilige
organspezifische NMP in malignem Gewebe in etwa 10fach hdherer
Konzentration vorkommt als in gesundem Gewebe (Getzenberg 1994).

Der Nachweis von NMP22 zur Detektion eines Harnblasenkarzinoms gelingt
mittels des Einsatzes von Antikdrpern in einem ELISA (enzyme-linked
immunosorbert assay). Von dem Hersteller Matritech sind zwei Testformen fur
NMP22 erhdltlich: der NMP22 bladder check, ein Schnelltest, der ein rein
qualitatives Ergebnis liefert und das NMP22 Test Kit, das die quantitative
Bestimmung von NMP22 ermdglicht.

Der Test zeichnet sich aus durch seine einfache und praktische Handhabung,
hohe Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und
Kostengtinstigkeit (Nguyen et al. 2008). Schwachstellen sind eine suboptimale
Sensitivitat und vor allem eine hohe Anfalligkeit fur falsch-positive Ergebnisse
(Friedrich et al. 2003). Als Ursachen dafiir stehen Harnwegsinfekte, Urolithiasis,
Fremdkorper, Neoblasen, intravesikale Therapien, mechanische
Manipulationen wie Zystoskopien und das Vorhandensein anderer
Tumorentitaten im Verdacht (Ponsky et al. 2001; Shariat et al. 2006a).
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1.2.1.4. UroVysion

Der UroVysion-Test bedient sich des Nachweises chromosomaler Aberrationen
in abgeschilferten Zellen von Urothelkarzinomen. Die im Urin enthaltenen Zellen
werden einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zugefihrt.

Der Test UroVysion besteht aus insgesamt 4 DNA-Sonden, die Aneuploidien
der Chromosomen 3,7 und17 und den Verlust des Locus 9p21 detektieren und
diese mit 4 verschiedenen Farben darstellen, wobei auch quantitative Angaben
Uber die Kopienzahl der Chromosomen gemacht werden kdnnen. Die friheste
und haufigste genetische Aberration beim Blasenkarzinom ist der Verlust des
Genlocus 9p21 (Budman et al. 2008).

Die Durchfihrung des Tests, der vom Hersteller Abbott angeboten wird, ist
aufwandig und abhangig von hochqualifiziertem Personal und teurer
Ausstattung. Er ist fur hohe Durchsatze nicht geeignet. Der UroVysion zeigte in
friheren Studien eine relativ hohe Sensitivitat und Spezifitat, vor allem in
Verbindung mit entzindlichen Veranderungen des Urothels (Sullivan et al.
2009). Da der Test auf molekularem Level arbeitet, scheint er von benignen
Veréanderungen unbeeinflusst Zu bleiben. Die Ursache und
Deutungsmoglichkeit dennoch vorhandener falsch-positiver Ergebnisse ist

bisher nicht ausreichend geklart (Budman et al. 2008).

1.2.1.5. Hamaturie-Teststreifen

Der Nachweis von Blut im Urin per Hamaturie-Teststreifen ist eine gangige,
sehr giunstige und breit verfligbare Methode. Fast alle Patienten mit
Blasenkarzinom zeigen eine Hamaturie, allerdings liegt der Anteil der
Hamaturie-Patienten, die ein Blasenkarzinom haben, bei unter 5%. Etwa 9-18%
der Gesamtbevolkerung haben eine Mikrohamaturie, ein generelles Hamaturie-
Screening ist folglich nicht sinnvoll. In welcher Weise ein Screening auf
Hamaturie in die Diagnostik einbezogen werden kann im Hinblick auf eine
fruhere Diagnose von Blasenkarzinomen, ist noch nicht geklart (Lotan et al.
2008).
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1.2.1.6. Weitere Biomarker

Neben den bereits zugelassenen Biomarkern werden mehrere neue Marker als
potenzielle Angriffspunkte beforscht.Hierzu gehort der BLCA-4, ein ELISA, der
nukleares mitotisches Apparatprotein detektiert.

Survivin heil3t ein weiterer viel versprechender Marker. Das nachzuweisende
Protein wirkt bei der Inhibition der Apoptose mit und ist in Tumorzellen deutlich
erhoht. Der Marker konnte sowohl im Screening und der Uberwachung beim
Blasenkarzinom als auch als Angriffspunkt der Therapie eine Rolle spielen.
GroRe Studien zu diesem Thema lassen allerdings noch auf sich warten
(Margulis et al. 2008).

Der Test HA-HAase kombiniert die Detektion von Hyaluronsaure (HA) und des
Enzyms  Hyaluronidase (HAase), das Hyaluronsdure in kleine
Oligosaccharidfragmente spaltet. Die quantitative Messung wird per ELISA

durchgeflihrt (Campos-Fernandes et al. 2007).

1.2.2. Einsatz von Urinmarkertests

Die Anforderungen, die an einen Test gestellt werden mussen, hdngen unter
anderem wesentlich davon ab, in welcher klinischen Situation der Einsatz
erfolgen soll. Fir die Urinmarkertests fir das Harnblasenkarzinom

unterscheiden sich dabei:

- Der Einsatz in der Erstdiagnostik bei Patienten, die noch nie an einem
Harnblasenkarzinom erkrankt waren und beispielsweise aufgrund einer
Hamaturie erstmals vorstellig werden

- Der Einsatz in der Uberwachung von Patienten, die nach erfolgreicher

Therapie eines Urothelkarzinoms auf Rezidive hin untersucht werden

Fur die erste Gruppe ist ein Test sinnvoll, der einen hohen positiven pradiktiven
Wert hat und hochspezifisch ist fur maligne Veranderungen (Goebbel et al.
2008). Wichtig ist hier die frihzeitige Erkennung vor allem hochmaligner

Tumoren, was die Prognose entscheiden mitbestimmt. Fur alle gangigen Tests
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ist die Spezifitat allerdings eingeschrankt aufgrund falsch-positiver Ergebnisse,
deren Ursachen nicht eindeutig geklart sind (Lokeshwar et al. 2005). Hierzu

fehlen noch ausreichend grofRe Studien.

In der Rezidivdiagnostik und Uberwachung ist vorrangiges Ziel, moglichst alle
Tumoren frihzeitig zu erkennen. Hier spielt also eine hohe Sensitivitat und im
Umkehrschluss der negative pradiktive Wert eine tragende Rolle. Hauptproblem

sind hier falsch-positive Ergebnisse (Tétu 2009).

Vor allem nach niedrigmalignen Urothelkarzinomen ist ein aufmerksames
Follow-up der Patienten notwendig, um Rezidive friihzeitig zu erkennen. Die
dazu notwendigen Zystoskopien sind allerdings aufwéndig, teuer, invasiv und
fur den Patienten unangenehm. Deshalb geht die Tendenz von Patienten und
auch behandelnden Arzten dazu, die Intervalle zwischen den einzelnen
Untersuchungen mdglichst lang auszudehnen (Stenzl et al. 2008). Ziel wéare
nun, einen Urinmarker oder eine Markerkombination zu identifizieren, die es
erlaubt, durch sicheren negativen pradiktiven Wert die Intervalle zwischen den
einzelnen Zystoskopien zu verlangern (Schmitz-Drager et al. 2007). Denkbar
ware eine Kombination mehrerer Marker, die eine hohe Sensitivitat bietet. Um
ein Absinken der Spezifitat zu vermeiden, ware es sinnvoll, mdégliche Ursachen
falsch-positiver Ergebnisse zu kennen und damit einschétzen oder eliminieren
zu kénnen (Horstmann et al. 2009). Dazu fehlen allerdings noch ausreichend

grof3e Studien.

1.3. Fragestellung

Uber die diagnostische und therapeutische Konsequenz positiver
Testergebnisse der Urinmarker ist keine allgemeine Empfehlung vorhanden
(Schmitz-Drager et al. 2007). Bisherige Studien zeigten im Vergleich zur
Zytologie eine bessere Sensitivitat, aber haufig eine geringere Spezifitat der
Tests (Campos-Fernandes et al. 2007). Es wird vermutet, dass dies am Einfluss
von Storfaktoren liegen konnte, mehrere mdgliche Ausloser wurden bereits
beschrieben (Sanchez-Carbayo et al. 2001). Auch fir die bekannter weise

haufig vorhandenen falsch-negativen Testergebnisse muss eine mdgliche
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Relation zu den potenziellen Storfaktoren als Ursache in Betracht gezogen

werden.

Ein mdglicher Storfaktor fur Urinmarkertests ist die Makrohdmaturie, die zu den
ersten klinischen Zeichen eines Urothelkarzinoms gehort und haufig als
wichtiges Symptom zu einer diagnostischen Abklarung fuhrt (Friedman et al,
1996). Bei Patienten mit Makrohdmaturie wird ein gehauftes Auftreten falsch-
positiver Ergebnisse der Urinmarker diskutiert (Atsu et al. 2002). Welcher Test
in welcher Ausprdgung von einer Hamaturie beeinflusst wird, ist bisher nicht

bekannt.

Ebenso steht ein florider Harnwegsinfekt im Verdacht, Einfluss auf das
Testergebnis zu nehmen (Budman et al, 2008). In einigen Studien zu
Biomarkern wurde der Harnwegsinfekt folglich als Ausschlusskriterium definiert,
auch wenn von Seiten der Hersteller keine Anwendungsbeschrankung
vorgegeben wird (Drapier et al. 2003). Eine Uberpriufung des Einflusses eines
Harnwegsinfekts auf das Testergebnis scheint aufgrund der geringen Datenlage

zu diesem Thema daher sinnvoll.

Die Art und Invasivitat der Uringewinnung wurden bisher hinsichtlich ihres
Effekts auf das Testergebnis nicht ausreichend untersucht. Fir manche Tests
wird zwar die Durchfiihrung in einem Zeitraum nach invasiven Verfahren wie
einer Zystoskopie nicht empfohlen. Wie sich aber die direkte invasive
Urinprobenentnahme auf das Testergebnis auswirkt, kann derzeit noch nicht

beantwortet werden.

Mit der vorliegenden Arbeit soll Einfluss der potenziellen Storfaktoren
Hamaturie, Harnwegsinfekt sowie die Invasivitat der Probengewinnung auf die
vier Biomarker NMP22, uCyt+, Urovysion und die Urinzytologie untersucht
werden. Dabei wird deren Aussagekraft in Abhangigkeit vom Vorhandensein
der Faktoren gepruft, wobei die parallel erfolgte Zystoskopie als

Kontrollparameter dient.

Folgende Fragestellungen sollen in der vorliegenden Arbeit bearbeitet werden:
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- Hat das Vorliegen einer Hamaturie einen Einfluss auf das Ergebnis der
untersuchten Tests Urinzytologie, NMP22, uCyt+ und UroVysion?

- Hat das Vorliegen einer Harnwegsinfekts einen Einfluss auf das Ergebnis

eines der untersuchten Tests?

- Hat die Invasivitdt der Urinprobengewinnung einen Einfluss auf das

Ergebnis eines der untersuchten Tests?
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Grundlage der vorliegenden Arbeit bildete ein Kollektiv von Patienten, bei
denen im Zeitraum von 01/2005 bis 02/2009 an der Universitatsklinik far
Urologie Tubingen mindestens eine der zu evaluierenden Urinuntersuchungen
durchgefuhrt wurde. Patienten, bei denen einer oder mehrere der Tests zu
verschiedenen Zeitpunkten wiederholt wurden, wurden zu allen Zeitpunkten der
Tests erfasst. Die Recherche ergab ein Kollektiv von insgesamt 3686 Patienten.
Aus dieser Gruppe wurde anhand der Einschluss- und Ausschlusskriterien das

endgiltige Untersuchungskollektiv rekrutiert.

2.1.1. Rekrutierung der Patienten

Es wurden die jeweiligen Krankenakten der Patienten gesichtet, um genauere
Informationen Uber deren Verlauf zu erhalten. Dabei wurde ein
Untersuchungskollektiv fir die vorliegende Arbeit nach den folgenden Kriterien

zusammengestellt.

2.1.1.1. Einschlusskriterien

Eingeschlossen in die Studie wurden all diejenigen Patienten aus dem

Gesamtkollektiv, bei denen

- mindestens eine der zu evaluierenden Untersuchungen im oben
beschriebenen Zeitraum durchgefiihrt worden ist

- das Ergebnis des parallel zu den Urinmarkertests durchgefihrten
Urinstatus (Leukozyten und Erythrozyten im Urin sowie Nitrit im Urin)
vorlag

- das eindeutige Ergebnis einer darauf zeitnah erfolgten Zystoskopie mit

eventueller Gewebegewinnung und durchgefiihrter Histologie vorlag.
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2.1.1.2. Ausschlusskriterien

Um andere Storfaktoren zu eliminieren, die moglicherweise einen Einfluss auf
das Testergebnis haben konnten, wurden Patienten aus der Studie
ausgeschlossen

- die in der Vorgeschichte mit einer Neoblase versorgt worden waren
- bei denen in der Harnblase ein Tumor vorhanden war, der histologisch
nicht einem Urothelkarzinom entsprach, wie beispielsweise lokal

infiltrierende Prostatakarzinome

Zudem wurden Patienten aus der Untersuchung ausgeschlossen, bei denen
einheitliche Bedingungen nicht erfillt waren. Nicht beriicksichtigt wurden solche

Patienten, bei denen

- die Urinprobe, die als Untersuchungsmaterial fur die Urinmarkertests
entnommen wurde, in ihrer Abnahmetechnik nicht eindeutig deklariert
war oder keiner der unten definierten Gruppen zuzuordnen war

- das Ergebnis der Zytologie nicht auswertbar oder nicht eindeutig war

- das Ergebnis der Histologie nicht aussagekratftig oder nicht eindeutig war

2.2. Ablauf der Untersuchungen

2.2.1. Uringewinnung

Bei der Uringewinnung waren generell 2 unterschiedliche Entnahmeorte zu
differenzieren. Einerseits die Probe aus dem oberen Harntrakt, welche aus dem
Nierenbecken oder den Harnleitern entnommen wurde. Andererseits die Probe
aus dem unteren Harntrakt, sei es direkt aus der Harnblase oder per Miktion

gewonnener Urin.

2.2.1.1. Uringewinnung aus dem oberen Harntrakt

Im Rahmen von Ureterorenoskopien wurde direkt aus den Nierenbecken oder
dem Harnleiter Urin fir die Untersuchungen entnommen. Dabei wurde

zwischen Spulurin und Punktionsurin unterschieden. Fir die Gewinnung von
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Spulurin des oberen Harntrakts wird Uber das Zystoskop eine retrograde
Spulung der Harnleiter und des Nierenbeckens mit 10-20ml isotoner
Kochsalzlosung vorgenommen und die Spulflissigkeit anschlieRend
gesammelt. Punktionsurin wird durch direkte transkutane Punktion des

Nierenbeckens unter Sonographiekontrolle entnommen.

2.2.1.2. Uringewinnung aus der Harnblase

Im Falle von Urin aus der Harnblase wurden unterschiedliche Techniken der
Gewinnung angewandt. Spontanurin wird durch Miktion auf nattrlichem Wege
gewonnen, wobei in der vorliegenden Arbeit nicht zwischen Erststrahl- und
Mittelstrahlurin unterschieden worden ist. Aufgrund der zeitlichen Eingrenzung
der Probengewinnung im Rahmen eines Ambulanzbesuches konnte
sichergestellt werden, dass der Untersuchung keine Proben mit Morgenurin
zugefihrt wurden. Bei der Gewinnung von Katheterurin wird ein Zystofix-
Katheter Uber die Harnrohre in die Blase eingelegt und dartiber wird schliel3lich
eine Harnprobe entnommen. In der vorliegenden Arbeit wurde nicht zwischen
Dauerkathetern und Einmalkatheterisierung unterschieden. Spilurin aus der
Blase erhalt man durch Einlage eines Katheters in die Blase, der nachfolgend
an ein Spulsystem mit isotoner Kochsalz- oder Ringerldsung angeschlossen
wird, woraus sich dann die Probe gewinnen lasst. Im Falle von Exprimaturin
wird eine massierende Prostatapalpation durchgefuhrt und danach die Probe
auf naturlichem Wege durch Miktion gewonnen, wodurch sich in der Probe eine

Konzentration von Prostatasekret findet.

2.2.1.3. Definition des potenziellen Einflussparameters ,mechanische

Manipulation bei Uringewinnung’

Im Falle der Urinentnahme aus der Harnblase wurde definiert, dass die
Entnahmeformen Katheterurin Blase, Spilurin Blase und Exprimaturin Blase als
Methoden mit mechanischer Manipulation gewertet werden. Keine
mechanische Manipulation wurde mit Spontan- oder Mittelstrahlurin Blase

verbunden.
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Bei der Urinentnahme aus dem oberen Harntrakt galten der Punktionsurin
Nierenbecken sowie der Katheterurin Nierenbecken/Harnleiter als nicht-invasiv
gewonnen. Bei der Entnahme von Spulurin aus dem oberen Harntrakt ist von

einer Manipulation auszugehen.

2.2.2. Urinfixation

Die Fixierung und Konservierung der Urinproben erfolgte unmittelbar nach

deren Entnahme und unterschied sich je nach durchzufihrendem Test.

2.2.2.1. Fixierung nach Esposti

Fur Zytologie und Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung wurde der Urin
unmittelbar nach Entnahme im Verhéltnis 1:2 mit Esposti-Fixativ versetzt und
leicht geschittelt. 200ml der Esposti-L6sung setzten sich dabei zusammen aus
10ml Essigsaure 100% (Eisessig), 48ml Methanol und 42ml Aqua dest. Die in
dieser Weise fixierten Suspensionen kénnen bei 2-4°C fir eine Woche gelagert

werden.

" —— —

Abb. 3: Urinbecher mit Espostifixierter Urinprobe

2.2.2.2. Fixierung fur NMP22-Test

Fur den NMP22-Test wurde die Urinprobe sofort nach der Entnahme in ein
Rohrchen verbracht, in das Matritech NMP22 Urine Stabilizer bulk vorgelegt

war, die Mischung erfolgte im Verhaltnis 1:10. Aus dem so stabilisierten Urin
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wurden anschliel3end Prazipitate entfernt, indem die Probe tber 15 Minuten in
Plastikrohrchen bei 750xG zentrifugiert wurde (Hettich Rotanta 96R Zentrifuge).
Die Probe wurde bis zur Testdurchfihrung im Verlauf der folgenden Woche bei
2-8C aufbewabhrt.

2.2.2.3. Fixierung fur ImmunoCyt/uCyt+

Fur den ImmunoCyt-Test ist ein Fixativ im Testkit des Herstellers enthalten und
wurde nach Angaben desselben verwendet. Nach der Probengewinnung
wurden 20-40ml Urin im Verhaltnis 1:2 mit 50%igem Ethanol vermischt und ins
Labor versandt. Dort wurde dem Urin-Alkohol-Gemisch 1ml der im Testkit
enthaltenen Fixationsldsung zugegeben. Diese besteht aus einem Puffer und
Polyathylenglycol (PEG), aufgeldst in entmineralisiertem Wasser. Die fixierte
Probe kann fur 7 Tage bei 2-8C aufbewahrt werden bevor sie dem Test

zugefihrt wird.

2.2.3. Durchfiihrung der Tests

2.2.3.1. Zytologie

Die Urinzytologie in der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms ist bekannt seit
Mitte des 19. Jahrhunderts (Lambl 1856), in der Routinediagnostik wird sie
angewandt seit etwa 1950. Bei diesem Verfahren kdnnen mittels Farbung und
anschlielender Mikroskopie die im Urin befindlichen Zellen morphologisch

beurteilt werden.

Im ersten Schritt der Praparatherstellung wurde die Esposti-fixierte Urinprobe
konzentriert. Die Zellanreicherung ist ein wesentlicher Teil der Aufarbeitung, um
ausreichend Zellmaterial fir die Beurteilung zur Verflgung zu haben. Zu
Beginn wurde die Probe in Rundhalsglasréhrchen gefillt und mittels einer
Zentrifuge Hettich Rotanta 96R bei 800 Umdrehungen fir 12 Minuten
zentrifugiert  (600xG). Dann  wurde der Uberstand aus den
Rundhalsglasrohrchen abdekantiert auf ein Restvolumen von etwa 2-3 ml und
die Probe wurde erneut aufgeschittelt. Bei der anschlieRenden
Zytozentrifugation wurden die Zellen auf einer kleinen Flache des Objekttragers
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(R.Langenbrinck, Emmendingen) konzentriert. Dazu wurden 600-800ul des
aufgeriihrten, eingedickten Urins in einen Fullkontainer pipettiert und
zusammen mit einem Filterpapier und einem Objekttrager in die Zytozentrifuge
CytoSpin2 des Herstellers Shandon (Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt)

eingespannt und mit 1500 Umdrehungen fir 3 Minuten zentrifugiert.

il
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Abb. 4: Arbeitsmaterialien fir die Urinzytologie: von links nach rechts: vorgelegtes
Espostifixativ, Halterung fuir Zytospin-Zentrifuge, Superfrost Objekttrager

Die so entstandenen Sedimentpraparate wurden auf den Objekttragern mittels
Merckofix Fixationsspray (Merck KGaA, Darmstadt) in noch feuchtem Zustand
fixiert, luftgetrocknet und bis zur Weiterbearbeitung so belassen. Die Farbung
nach Papanicolaou ist die Standardfarbung in der urologischen Zytologie, da sie
im Vergleich zu anderen Farbeverfahren hervorragende Ergebnisse liefert
(Papanicolaou 1945). Es wurde daflr ein Farbeautomat Shandon Elliot
(Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt) eingesetzt, der die folgenden Schritte
automatisiert Ubernimmt. Nach der Ablésung des Fixationsfilms utber 30
Sekunden in 30%iger Ethanol-Losung und der Spulung mit destilliertem Wasser
wurden die Objekttrager fur 2 Minuten in Harris' Hamatoxylin-Losung
(Papanicolaou-Lésung 1) gegeben. Einer erneuten Spulung folgte ein
zweimaliges kurzes Eintauchen in 0,25%iger wassriger Salzsaure und
wiederum 5 Minuten Spulung mit Leitungswasser. Nun wurden die Praparate in

einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und danach far 3 Minuten mit
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Orange-G-L6sung (Papanicolaou-Lésung 1) gefarbt. Mit 96%igem Athanol
wurden die Proben gespilt und schlieBlich mit polychromer Ldsung
(Papanicolaou-Loésung lllb) fur 3 Minuten eingefarbt. Nach einer weiteren
Spllung in 96%igem Athanol wurden die Praparate fur 1 Minute in ein Athanol-
Xylol-Gemisch (im Verhaltnis 1:1) gegeben und zuletzt 2 Minuten in Xylol
gespult. Die gefarbten Praparate wurden schliel3lich mit einem Deckglas

versehen und der morphologischen Befundung zugefihrt.

Die morphologische Befundung an einem Zeiss Olympus Mikroskop mit den
VergroBerungen 160x und 400x erfolgte anhand standardisierter
Malignitatskriterien (Rathert und Roth 2007). Als Malignitatskriterien sollen
beispielhaft genannt werden: eine Verschiebung der Kern-Plasma-Relation,
Prominenz und Irregularitdt der Kernmembran, Chromatinvermehrung des
Zellkerns, Grobkornigkeit des Chromatins, Vermehrung und Entrundung der
Nukleolen und Polymorphie der Zellkerne (Rathert und Roth 2007). Die
Diagnose ergibt sich aufgrund der grol3en Variabilitat des zytologischen Bildes
immer aus der Ansicht mehrerer Kriterien und richtet sich nicht nach einer
einzigen Auffalligkeit. Eine Einteilung der pathologischen Veranderungen in drei
Differenzierungsstufen (G1-G3) kann unternommen werden. In Anlehnung an
die WHO-KIlassifikation von 2004 wird die Beurteilung allerdings begrenzt auf
positive, verdachtige und negative Ergebnisse (Murphy 2006). Im Falle eines
zytologischen Bildes, das einer high-grade L&sion entspricht wurde das
Ergebnis der Zytologie als positiv bewertet. Konnten zwar Auffalligkeiten
nachgewiesen werden, die allerdings nicht als eindeutig maligne zu werten
waren oder die am ehesten einer low-grade Lasion entsprechen, wurde die
Zytologie als suspekt oder kontrollbedurftig Kklassifiziert. Bei eindeutig
unauffalligen Praparaten ohne Nachweis von pathologischen Zellen wurde ein

negatives Ergebnis festgehalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle malignen Befunde sowie alle suspekten
und alle kontrollbedirftigen Ergebnisse als positives Testergebnis klassifiziert,
wéahrend nur eindeutig unauffallige Befunde als negativ in der Zytologie

eingruppiert wurden.
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Abb. 5: Urinzytologie. Darstellung von unauffalligen Urothelien in der
mikroskopsichen Betrachtung, Vergré3erung 400x.

Abb. 6: Urinzytologie. Darstellung von Tumorzellen eines Urothelkarzinoms in der
mikroskopsichen Betrachtung, VergrofRerung 400x.



36 Material und Methoden

2.2.3.2. NMP22

In dieser Studie wurde der NMP22 Test Kit des Herstellers Matritech (Matritech
GmbH, Freiburg) eingesetzt. Das Test Kit enthalt mononukleale Antikdrper, die
an in der Probe enthaltenes NMP22 binden. Die so gebundenen Antikdrper
werden mittels einer Farbelésung markiert und kodnnen schlief3lich

photometrisch quantifiziert werden.

Zu Beginn der Tests wurden Reagenzien und Probe auf Raumtemperatur
gebracht. Im Folgenden wurden nach Anweisung des Herstellers die
verschiedenen bendétigten Losungen hergestellt sowie die Standards und

Kontrollen vorbereitet.

Vor der Durchfihrung des Assays wurde die im Testkit enthaltene Streifenplatte
automatisch in einem Waschautomaten Opsys MW (Dynex Technologies
GmbH, Berlin) dreimal mit Waschlésung gewaschen, danach wurde die
Waschlésung mit Filterpapier entfernt. Eine Streifenplatte besteht aus
insgesamt 96 Kavitaten (12 Streifen mit je 8 Vertiefungen), die mit
mononuklealem-anti-NMP22 der Maus beschichtet sind. Ein Teil der Kavitaten
ist dabei fur Standardproben bestimmt, die der Erstellung der Standardkurve
dienen. Weitere Kavitdten sind vorhanden fir NMP22-enthaltende
Kontrollproben. Die restlichen 82 Kavitdten kdnnen mit zu messenden Proben
bestiickt werden. In die je daflr vorgesehenen Kavitdten wurden nun 200ul von
jedem Standard, jeder Kontrolle und Probe im Duplikat gegeben. Nach einer
zweistindigen Inkubationszeit wurde der Teststreifen dreimal mit Waschlosung
gewaschen und jeder Kavitat wurden 200ul DIG-Anti-NMP22-Reagenz
zugefigt. Der Inkubationzeit von einer Stunde folgte eine erneute dreimalige
Waschung. Danach wurde pro Kavitat 200ul HRP-SAD-Reagenz zugegeben
und wieder fir 30 Minuten inkubiert. Nach dreimaliger Waschung wurde die
zwischenzeitlich hergestellte OPD-L6sung zugefigt (200ul pro Kavitat). Diese
Ldsung bewirkt die fiir das Testergebnis ausschlaggebende Farbung der Probe.
Die Herstellung der OPD-LOsung sowie die 30minitige Inkubation sollte im
Dunkeln stattfinden, um die Farbereaktion nicht durch Lichteinflisse zu storen.

Die Farbentwicklungsreaktion wurde gestoppt durch Zugabe von 50ul 2M(4N)
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H2S04 Stopploésung pro Kavitat, dem folgte eine Inkubationszeit von 10
Minuten. Schliel3lich wurde innerhalb von 30 Minuten mit einem Photometer
(Anthos 2010, Anthos Mirkosysteme GmbH, Krefeld) die Absorption der Proben

bei 490nm gemessen.

Abb. 7: Testdurchfihrung NMP22:  ELISA Reader anthos 2010 bestiickt mit einer
halben Streifenplatte

Das quantitative Testergebnis wurde anhand einer Standardkurve ermittelt,
welche fur jeden Testlauf aus den Ergebnissen der Standardproben neu
berechnet wurde. Dem Absorptionswert der Probe konnte so direkt eine

Konzentration von NMP22 in U/ml zugeordnet werden.

Die erhaltenen Zahlenwerte wurden fur die Auswertung in positive und negative

Testergebnisse klassifiziert. In Anlehnung an die Empfehlungen des Herstellers
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und der US Food and Drug Administration (Shariat et al, 2006a) wurden Werte
<10 U/ml als ,negativ*, Werte >10U/ml als ,positiv* eingestuft.

2.2.3.3. ImmunoCyt/uCyt+

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Test ImmunoCyt/uCyt+ des Herstellers
DiagnoCure (DiagnoCure Inc., Sainte-Foy, Canada) eingesetzt. Es handelt sich
um einen immunzytologischen Test, dem ein vom Hersteller vorgegebenes
Testkit zugrunde liegt. Die mittels Antikorper gebundenen Antigene CEA und

ein Mucin-Glycoprotein sind in der Fluoreszenzmikroskopie erkennbar.

Zur Durchfihrung des Tests wurden zu Beginn Praparate mit Positiv- und
Negativkontrollen hergestellt. Dazu wurden je 20ul der gebrauchsfertigen
Kontrollsuspensionen aus dem Testkit auf Objekttrager (SuperFrost/Plus,
Langenbrinck, Tieningen) aufgebracht, mit dem Fixationsspray Merckofix
(Merck KGaA, Darmstadt) fixiert und anschlieend 15 Minuten luftgetrocknet.
Nun wurde die zu untersuchende Urinprobe auf Raumtemperatur gebracht und
durch eine Filterspritze gepresst. Die verwendeten Filtermembranen (Nuclepore
Track-Etch Membrane, Whatman) haben einen Durchmesser von 25mm und
eine PorengréRe von 8um. Die Oberflache des Filters wurde anschliel3end auf
einen Objekttrager abgeklatscht, das gewonnene Material ebenfalls mit dem
Fixationsspray Merckofix bespriht und fir 15 Minuten luftgetrocknet. Nun
wurden Proben und Kontrollen gemeinsam in einer Objekttrager-Halterung der
Immunreaktion zugefuhrt. Die Vorbehandlung der Objekttrager und Zellfarbung
erfolgte in 9 Badern (absteigende Ethanolreihe 80%-70%-50%-Wasser,
Farbung mit Hamatoxylin + 4%iger Essigsaure fur 20 Sekunden, Spilung in
Wasser). AnschlieRend wurden auf jede Zellzone 150ul Blockierungslésung aus
dem Testkit aufgebracht und 15 Minuten inkubiert. Die Blockierungslosung dient
dazu, unspezifische Antikdrperbindungsstellen vor der eigentlichen
immunzytologischen Reaktion zu Dblockieren, um so unerwinschte
Storfluoreszenzen zu verringern. Die ebenfalls im Testkit enthaltene Antikorper-
Mischung wurde danach auf jeder Zellzone aufgebracht (je 150ul) und fir
weitere 60 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert. Um eine ausreichende

Farbintensitat sicherzustellen wurden die Praparate im Folgenden vor
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Lichteinstrahlung geschutzt. Nach der Inkubation der Antikdrperlosung wurden
die Praparate mit PBS-LOsung (Phosphat-gepufferte Salzl6sung, hergestellt
nach Angaben des Herstellers) und PBS/Tween20-Losung (Mischung von PBS
mit 0,05% Tween20 Lésung von Atlas Chemical Industry) in mehreren Badern
gespult. Dann wurden die Objekttrager mit Eindeckelungslésung eingedeckelt

und der Beurteilung zugefihrt.

Zur  mikroskopischen Begutachtung  wurde ein  Zeis  Axioskop
Fluoreszenzmikroskop verwendet mit den Vergrol3erungen 20x und 40x.
Kriterien der Beurteilung sind die Doppelfarbung mit roter und gruner
Fluoreszenzfarbe — entsprechend den beiden nachzuweisenden Antigenen -
sowie zusatzliche morphologische Kriterien. Uber die Morphologie kénnen
solche Zellen im Praparat identifiziert werden, die nicht maligne sind und
dennoch physiologisch Antigen enthalten wie beispielsweise Granulozyten oder
gastrointestinale schleimbildende Zellen. Im Vergleich mit den parallel
hergestellten Kontrollpraparaten kann die Variation der Farbintensitaten in der
untersuchten Probe beurteilt werden. Nach Vorgaben des Herstellers ist der

Test positiv, wenn mindestens eine griine oder rote fluoreszierende epitheliale

Zelle entdeckt wird, sofern das Praparat eine ausreichende Zahl von Zellen
(mindestens 500) enthélt.

Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopie beim uCyt+-Test. Darstellung einer Zelle mit
gruner (links) und roter (rechts) Fluoreszenz.
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2.2.3.4. UroVysion

Fur die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung wurde das Testkit UroVysion des
Herstellers Abbott (Abbott Molecular Inc., Downers Grove, IL, USA) unter
Einhaltung der Testinstruktionen verwendet.

Bei der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) werden einstrangige,
fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden eingesetzt, die sich prazise an
komplementédre Zielsequenzen anlagern. Die gebundene DNA-Sequenz kann

anschlieend in der Fluoreszenzmikroskopie direkt nachgewiesen werden.

Als erster Schritt der Probenvorbereitung wurde der espostifixierte Urin in einem
50ml-Zentrifugenréhrchen zentrifugiert (Hettich Rotanta96R Zentrifuge) bei 800
Umdrehungen, 600xG fiir 12 Minuten. Dann wurde der Uberstand aus den
Rundhalsglasrohrchen abdekantiert auf 1-2 ml und die Probe wurde erneut
aufgeschuttelt. AnschlieRend wurde mit einer Zytozentrifuge CytoSpin2 des
Herstellers Shandon (Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt) bei 1500
Umdrehungen (600xG) 3 Minuten zentrifugiert.

Fur die Herstellung der Praparate wurden Objekttrager verwendet
(SuperFrost/Plus, Langenbrinck, Tieningen), die auf spezielle Art beschichtet
sind. Auf diese wurde das vorbereitete Zellsediment aufgebracht. Nun wurden
die Praparate mit mehreren Losungen nach Anweisung des Herstellers so
vorbehandelt und fixiert, dass sie anschlieRend dem FISH-Verfahren zugefihrt

werden konnten.

Zu Beginn wurden alle bendtigten Arbeitsreagenzien bereitgestellt und eine
Denaturierungslosung hergestellt. Ebenfalls vorbereitet und erwarmt wurde die
UroVysion-Sondenmischung, die im Testkit enthalten ist und die bei -20C
gelagert wird. Sie enthalt einen Hybridisierungspuffer und fluorophor-markierte
DNA-Sonden, die spezifisch fur die zu detektierenden Chromosomen sind
(CEP3, CEP7, CEP17 und LSI 9p21).

In die Denaturierungslésung wurden die Praparate bei 73T gegeben und fur 3

Minuten belassen. Dabei spaltet sich die doppelstrangige DNA in zwei
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Einzelstrdnge. Dann wurden je 3ul der Sondenlésung auf die ausgewahlten
Zielbereiche der Praparate gegeben, mit einem Deckglas versehen, mit
Gummilésung abgedichtet und die Objekttrager in eine Hybridisierungskammer
gesetzt. Wahrend der Inkubationszeit von 16 Stunden bei 37T bindet die DNA-
Sonde an entsprechende DNA-Abschnitte des Praparats. Abschliel3end wurde
mit den Post-Hybridisierungs-Waschschritten mit verschiedenen
Waschlosungen fortgefahren. Dann wurde ein Gegenfarbemittel aufgetragen,
die fertigen Praparate wurden mit Deckglasern versehen und der Befundung

zugefuhrt.

Die Befundung der Praparate wurde vorgenommen mit Hilfe eines Zeiss-
Axoiskops mit der VergroBerung 400x und mit den Filtern DAPI-
Einzelbandpass, Einzelbandpass-Aqua (Chromosom 17), Einzelbandpass-
Yellow (Gold) (Locus 9p21) sowie Red/Green-Doppelbandpass (Chromosomen
3, 7). Als morphologische Auffalligkeiten maligner Zellen kdénnen bei der
Beurteilung der Praparate beispielsweise ein grol3er Zellkern, unregelmallige
Umrisse des Zellkerns oder auch Zellcluster genannt werden. Diese auffalligen
Zellen wurden dann in hoherer Vergréf3erung (600x — 1000x) fokussiert und mit
allen Filtern betrachtet. Es wurden dabei nach Vorgaben des Herstellers die
chromosomalen Aberrationen in Punktanzahlen dokumentiert. Der Test wurde
als positiv gewertet, wenn bei mindestens 4 Zellkernen 3 Signale von
mindestens 2 unterschiedlichen Chromosomen (3,7, oder 19) zu sehen waren
oder wenn bei mindestens 12 Zellkernen kein Signal fir den Genlocus 9p21

erkennbar watr.
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Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopie beim UroVysion-Test. Darstellung einer Zelle mit
den Flusoreszenzsignalen rot (Chromosom 3), grin (Chromosom 7) und blau
(Chromosom 17). VergréRerung 400x

2.2.4. Urinstatus

Die semiquantitative Bestimmung des Urinstatus erfolgte durch automatisierte
Harnanalyse mittels eines Miditron M Analysegeréts des Herstellers Roche
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Dazu wurde ein Universal-
Harnteststreifen Combur 10 des Herstellers Roche in die Urinprobe des
Patienten getaucht und in den Meditron M eingelegt. Die Testfelder wurden nun
reflexionsphotometrisch vermessen, wobei fir die einzelnen Testfelder
entsprechend der Wellenlange der Indikatorfarbe selektive Leuchtdioden
genutzt werden. Die Urinanalyse mittels Combur 10 Teststreifen beinhaltet die
Bestimmung von pH, Leukozyten, Nitrit, Protein, Glucose, Keton, Urobilinogen,
Bilirubin, Erythrozyten und spezifischem Gewicht in der Urinprobe. Die
Ergebnisse wurden nach Plausibilitatsprifung Gber einen Befundausdruck und
den direkten Datentransfer mit der Klinik-EDV dokumentiert.
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Harngtatus
(Combur®- 9 - Stix)

Leukozyten |l
Nitrit
pH
Eiweil3
Glucose Glucosurie
Keton B (1000 mg/ai)
Urobilinogen :
Bilirubin §
Blut / Hémoglobin & Mikrohématurie

(250 Ery / pl)

Abb. 10: Combur-9-Urinstix:  Darstellung eines beispielhalften Teststreifens

Gleichzeitig wurde eine Mikroskopie des parallelen Urinsediments durchgefihrt.
Das Probenmaterial wurde zentrifugiert, das Sediment in eine Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer verbracht und unter einem Zeiss-Mikroskop bei 400facher
VergroR3erung beurteilt. Dabei wurde die Zahl der Erythrozyten und Leukozyten
pro pl angegeben, die Morphologie der Zellen beurteilt sowie nach weiteren
geformten Bestandteilen wie abgeschilferten Zellen, Zylindern, Kristallen,

Bakterien oder Parasiten gesucht.

2.24.1. Definition der potenziellen Einflussparameter HWI und

Hamaturie aus den Ergebnissen des Urinstatus

Mittels der Ergebnisse des Urinstatus und der Sedimentmikroskopie sollte fur
jeden Patienten bestimmt werden, ob bei ihm zum Zeitpunkt der Untersuchung

ein Harnwegsinfekt oder eine Mikroh&dmaturie vorlag oder nicht. Dafir wurden



44 Material und Methoden

Grenzwerte definiert, ab denen eine Verdanderung der Parameter im Urinstatus

als Vorliegen eines Harnwegsinfekts oder einer Hamaturie gelten.

So wurde das Vorliegen eines floriden Harnwegsinfekts dann definiert, wenn im
Urin des entsprechenden Patienten eine der folgenden Wertekonstellationen

gegeben war:

- Leukozytenzahl von mindestens 100 Zellen/ul und gleichzeitig eine
Erythrozytenzahl >1
- Leukozytenzahl von mindestens 100 Zellen/ul und gleichzeitig ein

positiver Nachweis von Nitrit

Bei der Erythrozytenzahl im Urin wurden sowohl die Ergebnisse des Urinstatus
als auch der Mikroskopie in Betracht gezogen und es wurde das jeweils hohere
Ergebnis eingerechnet. Trafen beide oben genannten Konstellationen nicht zu,

wurde ein Harnwegsinfekt verneint.

Als Hamaturie wurde jeder Nachweis von Erythrozyten im Urin gewertet. Auch
hier wurden sowohl Mikroskopie als auch Urinstatus betrachtet. Fanden sich

keine Erythrozyten in der Probe, wurde dies als ,keine Hamaturie' notiert.

2.3. Parallele Zystoskopie und Histologie

Die Zystoskopie gilt als Goldstandard der Diagnostik des Urothelkarzinoms
(Patschan et al. 2008), sowohl in der Primardiagnostik als auch in der
Nachsorge. Sie wurde dementsprechend regelhaft zur Abklarung bei den
Patienten durchgefihrt, bei denen sich aufgrund von nichtinvasiven
Untersuchungen der Verdacht auf ein Urothelkarzinom erhartet hatte. Auch im
Rahmen der Nachsorge nach erfolgter Therapie eines Harnblasenkarzinoms
spielt die Zystoskopie eine gewichtige Rolle und wird hier routinemafRig
eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zystoskopiebefund als Vergleichsmoment
fur die Ergebnisse der zu untersuchenden Tests angewandt. Dabei wurden die

Befunde der endoskopischen Diagnostik folgendermalen definiert:
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Zeigte sich in der Zystoskopie eine unauffallige Harnblasenwand und es wurden
dementsprechend keine Proben fir die Histologie enthommen, wurde das
Ergebnis als ,negativ' gewertet. In diesem Fall wurde davon ausgegangen, dass
zum untersuchten Zeitpunkt kein Harnblasenkarzinom vorlag. Fanden sich
auffallige Areale, wurden diese in der Folge biopsiert und einer histologischen
Untersuchung zugefiuhrt. Anhand des pathologischen Befunds konnten dann
benigne Proben als ,negativ' klassifiziert werden. Maligne Befunde in der
histologischen Aufarbeitung wurden als ,positiv' registriert und mit dem

gefundenen Tumorstadium dokumentiert.

Abb. 11: Zystoskopie. Darstellung zweier Urothelkarzinome in der Zystoskopie (links
als weil3liche Flache im Bildvordergrund, rechts zentral im Bild)

2.4. Dokumentation der erhobenen Daten

Fir die Dokumentation der klinischen Patientendaten wurden die elektronisch
gespeicherten Arztbriefe jedes Patienten gesichtet sowie die zugehdrigen
Operationsberichte, die Laborbefunde sowie die Befunde der Histopathologie
eingesehen. Bei unvollstandiger Datenlage wurden die Patientenakten direkt
gesichtet, um daraus fehlende oder unklare Angaben zu vervollstandigen. Nach

Abschluss der Evaluation wurden die Patientendaten terminal anonymisiert.

In eine Datenbank wurde fir jeden in die Studie eingeschlossenen Patienten
folgende Parameter aufgenommen: Name, Vorname, sowie Geburtsdatum des

Patienten, Probennummer der untersuchten Urinprobe, Herkunft der Urinprobe
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(nach Lokalisation im Harntrakt), Art der Uringewinnung, Datum der
Uringewinnung, Ergebnisse der durchgefuihrten Tests (Zytologie, NMP22,
uCyt+, Urovysion), Ergebnis des Urinstatus (Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl,
Nitrit), Ergebnis der Zystoskopie (kein Hinweis auf Tumor oder auffallige
Zystoskopie mit Entnahme von Gewebeproben) sowie gegebenenfalls das
Ergebnis der histologischen Untersuchung (keine Malignitat/Nachweis von
malignem Gewebe). Im Falle eines Nachweises einer Neoplasie wurde
weitergehend das Tumorstadium in der TNM-Klassifikation sowie der WHO-

Klassifikation notiert.

Die direkt aus den Patientenunterlagen erhaltenen Daten wurden anschlielend
weiterbearbeitet, so dass die fiur die vorliegende Arbeit wesentlichen
Informationen fur die weiteren Berechnungen genutzt werden konnten. Aus
dem Geburtsdatum des Patienten sowie dem Datum der Uringewinnung wurde
das Alter des Patienten zum Untersuchungszeitpunkt errechnet. Aus den
Angaben zur Art der Uringewinnung wurde anhand der vorher festgelegten
Definition die Frage nach ,vorangegangener mechanischer Manipulation bei der
Uringewinnung® beantwortet. Die Herkunft der Urinprobe flhrte zu einer
definitionsgeméalen Einteilung in ,Herkunft des Urins aus Harnblase oder dem
oberer Harntrakt’. Anhand der vorher bestimmten Kriterien wurden die
Ergebnisse der Urinmarkertests in ,positiv' und ,negativ sowie ,nicht verwertbar*
eingeteilt. Aus den Angaben des Urinstatus wurden dann nach den
vorgegebenen Kriterien die Eigenschaften ,HWI vorliegend ja/nein® und
,Hamaturie vorliegend ja/nein‘ dokumentiert. In einem weiteren Schritt konnte
aus den Ergebnissen der Zystoskopie und der histopathologischen
Untersuchung eine Gruppenbildung durchgefiihrt werden hinsichtlich des
Tumorstadiums. In Anlehnung an die TNM-Klassifikation wurde das jeweilige T-
Stadium des Tumors betrachtet und in zwei Gruppen eingeteilt: eine Gruppe mit
Tumoren im Stadium Ta oder T1, die andere Gruppe mit Tumoren im Stadium T
> 2.

Die Gesamtmenge aller Patienten ohne Tumor wurde ebenfalls weiter unterteilt:

eine Gruppe bildeten die Patienten, bei denen die Zytologie im Rahmen der
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Erstdiagnostik durchgefiihrt worden war und bei denen in der Vorgeschichte
kein Urothelkarzinom bekannt gewesen war. Die zweite Gruppe umschloss all
die Patienten, bei denen die Indikation des Tests eine Kontrolluntersuchung im

Rahmen des Follow-up nach Urothelkarzinom war.

2.5. Statistische Analyse

Die Auswertungen wurden mit dem statistischen Auswertungsprogramm JMP®
(Version 7.0, SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl Merkmale mit nominaler als auch
ordinaler Auspragung untersucht. Um statistische Unterschiede nachzuweisen,
wurden verschiedene Signifikanztests verwendet. Eine Signifikanz liegt dann
vor, wenn der p-Wert kleiner ist, als das zuvor festgelegte Signifikanzniveau. In
der Auswertung wurden die Parameter als signifikant unterschiedlich
angesehen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% lag (p < 0,05). Bei p-
Werten zwischen 5% und 10% (0,05 > p > 0,1) wurden das Ergebnis als
~auffallig“ gewertet.

In der vorliegenden Studie wurden 2 statistische Verfahren angewendet:

- Chi-Quadrat Tests sind zur Prifung der Unterschiedlichkeit von nominal
oder ordinal verteilten Variablen im Rahmen von Kontingenzanalysen

verwendet worden

- Logistische Regressionsanalysen sind zur Prifung des unabhangigen
Einflusses mehrerer gleichzeitig einwirkender Einflussvariablen auf

dieselbe Zielvariable zur multivariaten Analyse verwendet worden.

2.6. Berechnungen

Die Datenbank wurde nach Vorgaben des Instituts fur Medizinische Biometrie
Tlbingen aufgearbeitet. Ein Kodierplan wurde erstellt, der den Namen des
Merkmals, die MaReinheit, den entsprechenden Skalentyp, die méglichen

vorkommenden Werte mit Angabe der jeweiligen Bedeutung, bei numerischen
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Spalten minimalen und maximalen Wert und die Definition der Parameter in

Ziel- oder Einflussgrof3en enthielt.

Fur jeden der durchgefihrten Teste sind dann fur die ordinalen Variablen ,Test
positiv/negativ’ und ,Zystoskopie und Histologie positiv/negativ’
Kontingenzanalysen mit resultierenden 4-Felder-Tafeln erstellt worden — jeweils
getrennt fir die mdoglichen Storfaktoren ,Hamaturie vorliegend ja/nein’,
,Harnwegsinfekt vorliegend ja/nein* und ,mechanische Manipulation bei der
Uringewinnung ja/nein‘. Anhand des Kriteriums, ob die entsprechende
potenzielle Storgréf3e vorlag oder nicht, sind dann die aus den 4-Felder-Tafeln

ermittelbaren relativen Ergebnisse der Tests jeweils verglichen worden.

Fur die Subgruppe der Patienten ohne Tumor ist getrennt fir das Vorliegen und
nicht Vorliegen des entsprechenden potenziellen Storfaktors der Anteil der
falsch-positiven Ergebnisse fir jeden der durchgefuhrten Teste ermittelt
worden. Dieselbe Berechung erfolgte auch in Untergruppen der Patienten zur

Erstdiagnostik und zur Rezidivsuche.

Fur die Subgruppe der Patienten mit Tumor ist der Anteil der falsch-negativen
Ergebnisse fur jeden durchgefiihrten Test ermittelt worden, auch hier unter
Bertcksichtigung des entsprechenden potenziellen Stérfaktors. Nach einer
weiteren Stratifizierung in Gruppen von Patienten mit CIS, mit oberflachlichem

und mit muskelinvasivem Karzinom erfolgte auch hier dieselbe Berechnung.

2.7. Datenschutz

Die arztliche Schweigepflicht und der vertrauliche Umgang mit allen Daten
wurden beachtet. Die Daten wurden nach Abschluss der Akten-Erhebungen
terminal anonymisiert so dass keinerlei Ruckverfolgung der entsprechenden
Ergebnisse zu einzelnen Patienten mdoglich ist. Die Auflagen des
Datenschutzgesetzes wurden beachtet. Die erhobenen Daten wurden
ausschlief3lich mittels eines Rechners bearbeitet, der vom internen Kliniknetz

abgekoppelt war und zu dem nur autorisierte Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter
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der Kilinik fur Urologie, die direkt an der Datenerhebung beteiligt waren, Zugang
hatten.

2.8. Ethik

Zur Studiendurchfihrung wurde ein Prufplan erstellt, welcher den Titel und
Inhalt der Arbeit, Namen der Beteiligten und Angaben Uber die Finanzierung
enthielt. Aul3erdem wurde der Inhalt der Arbeit mit den wissenschatftlichen
Grundlagen beschrieben und die Studienziele definiert. Weiterhin gibt der
Prifplan  Aufschluss lber die Studiendauer, Studienpopulation und
Rekrutierung, Ein- und Ausschlusskriterien, Untersuchungsmethoden und
Informationen Uber die Einhaltung des Datenschutzes. Der Prifplan wurde der
Tldbinger Ethikkommission unter der Leitung von Herrn Professor Dr. Luft zur
Begutachtung vorgelegt und das Vorhaben ist positiv beschieden worden. Es
erhielt das Ethik-Votum 400/2009A.
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3. Ergebnisse

3.1. Beschreibung des Patientenkollektivs

Im untersuchten Zeitraum von Februar 2004 bis Februar 2009 wurde in der
Universitatsklinik far Urologie in Tubingen bei 3686 Patienten mindestens einer
der untersuchten Tests durchgefuhrt. Von diesem Patientenkollektiv konnten
anhand der bereits genannten Einschluss- und Ausschlusskriterien n=2391 in

die Untersuchung aufgenommen werden.

Weiterhin konnte aufgrund der differenzierten Datenerhebung fur jeden
Patienten bestimmt werden, von welchem Entnahmeort die Urinprobe stammte
und wo ein méglicherweise vorhandener Tumor im Harntrakt lokalisiert war. So
konnten all diejenigen Patienten identifiziert werden, bei denen eine
Urinentnahme im oberen Harntrakt vorgenommen worden war, der Tumor aber
in der Harnblase gelegen war. Da die Auswertung der Tests bei dieser
Konstellation keine korrekten Ergebnisse erbringen kann, wurden solche
Patienten aus dem Untersuchungskollektiv ausgeschlossen. Dies waren 26

Patienten.

In die Auswertung eingegangen ist schlieBlich ein Patientenkollektiv von
n=2365.

3.1.1. Alters- und Geschlechterverteilung

Unter den 2365 untersuchten Patienten waren 1776 Manner und 589 Frauen.
Dies entspricht einem Geschlechterverhaltnis von 75,1% - 24,9% (Manner —

Frauen).

Das mittlere Alter des Patientenkollektivs (n=2365) betrug zum Zeitpunkt der
Testdurchfihrung 64,7 Jahre mit einer Standardabweichung von 13,76 Jahren.
Der Median lag bei 66 Jahren. In die Untersuchung ging ein Kind im Alter von 1
Jahr ein, der zweitjingste Patient war 17 Jahre alt. Der alteste Patient war zum

Untersuchungszeitpunkt 97 Jahre alt.
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3.1.2. Lokalisation und Tumorstadium

Vom Gesamtkollektiv (n=2365) hatten 1822 Patienten zum Zeitpunkt der
Testdurchfihrung nachweislich keinen Tumor. Dies entspricht einem Anteil von
77,0%. Bei 543 Patienten (23,0%) wurde in der begleitenden Zystoskopie und

histologischen Untersuchung ein malignes Urothelkarzinom nachgewiesen.

Dabei entfielen auf den oberen Harntrakt 68 Tumoren (12,5%). In der

Harnblase waren 476 (87,5%) der Tumoren lokalisiert.

Von den 543 erkannten Neoplasien gehorten 405 (74,6%) zur Gruppe der nicht-
muskelinvasiven Karzinome (Ta oder T1). 109 (20,1%) Tumoren waren bereits
muskelinfiltrierend (T2 — T4). In 29 Fallen (5,3%) lag ausschlieBlich ein

Carcinoma in situ vor.

3.1.3. Haufigkeit der potenziellen Einflussfaktoren Hamaturie und HWI

Insgesamt konnte bei 2077 Patienten der Urinstatus zum Zeitpunkt der
Testdurchfuhrung  ermittelt  werden. Ungeachtet eines eventuellen
Tumornachweises hatten 1554 (74,8%) Patienten eine Hamaturie, 381 (18,3%)
wurden positiv auf einen Harnwegsinfekt getestet.

Von den Patienten mit Hamaturie hatten 377 (24,3%) einen Tumor.
Erwartungsgemald stieg der Anteil der Patienten mit Hamaturie mit dem
diagnostizierten Tumorstadium. Wahrend von den Patienten mit CIS nur 70,4%
(19 von 27) eine Hamaturie zeigten — was in etwa dem Anteil der Hamaturie bei
tumorfreien Patienten entspricht — waren es bei Patienten mit nichtinvasivem
Urothelkarzinom 79,4% (286 von 360) und bei muskelinvasivem Karzinom
93,5% (72 von 77 Patienten).

Von den Patienten mit Harnwegsinfekt hatten 25,2% (96 von 381) ein
Urothelkarzinom. Auch hier zeigte sich eine Abhangigkeit des Vorhandenseins
des HWI vom Tumorstadium: mit steigendem Tumorstadium erhdhte sich der
Anteil der Patienten mit Harnwegsinfekt von 11,1% bei CIS bis 33,8% bei

invasivem Karzinom.
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3.2. Testdurchfihrung

3.2.1. Herkunft der Urinproben und Invasivitat der Urinentnahme

Von den 2365 eingegangenen Urinproben konnte bei 2336 Proben der genaue
Entnahmeort eruiert werden. In 2113 Fallen (90,5%) stammte die Probe aus der
Harnblase. 223 (9,5%) Urinproben wurden aus dem oberen Harntrakt

enthommen.

Fir 2149 Proben konnte sicher bestimmt werden, ob mit der Entnahme des
Urins eine mechanische Manipulation einherging. Bei 749 (34,9%) der
Patienten wurde die Urinprobe nichtinvasiv gewonnen, die meisten Proben
entfielen dabei auf Mittelstrahlurine. Invasive Verfahren zur Urinentnahme
wurden bei 1400 (65,1%) der Patienten angewandt.

3.2.2. Harnmarkertests und Verteilung der Ergebniss e

Bei der Betrachtung der einzelnen Harnmarkertests zeigt sich eine

unterschiedliche Haufigkeit der Anwendung der verschiedenen Tests.

Die Urinzytologie wurde mit Abstand am haufigsten genutzt, fir 2276 Patienten
(96,2% des Gesamtkollektivs) liegen Ergebnisse vor. Das Resultat der
Zytologie war bei 1564 (68,7%) der Patienten negativ und bei 712 (31,3%) der
Patienten positiv.

Bei 57,9% der Patienten (1370 von 2365) wurde ein UroVysion-Test angefertigt.
Ein negatives Testergebnis lag bei 976 (71,2%) Patienten vor, ein positives bei
394 (28,8%) Patienten.

Der NMP22-Test wurde fast ebenso haufig angewandt, bei gut der Halfte der
Patienten (1232 von 2365; 52,1%). Hier waren 494 (40,1%) Proben negativ und
738 (59,9%) Proben positiv.

Die geringste Fallzahl entfallt auf den uCyt+-Test mit einem Anteil von 29,5%
(698 Testdurchfiihrungen). Das Ergebnis des uCyt+-Tests war in 486 (69,6%)
Fallen negativ und in 212 (30,4%) Fallen positiv.
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3.3. Einfluss der Stérfaktoren auf das Testergebnis
3.3.1. Zytologie

3.3.1.1. Einfluss einer Hamaturie auf das Testergebnis

Bei 2008 Patienten konnte der Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis der
Urinzytologie untersucht werden. Dabei wurde bei 1504 (74,9%) Patienten eine

Hamaturie festgestellt, 504 (25,1%) Patienten hatten keine Hamaturie.

3.3.1.1.1. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis der zytologischen

Befundung bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 1559 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 418 Patienten (26,8%) keine Hamaturie,
1141 Patienten (73,2%) hatten eine Hamaturie.

Von den Patienten ohne Hamaturie hatten 12,9% ein falsch-positives Ergebnis
der Zytologie. Bei Patienten mit Hamaturie war die Zytologie dagegen deutlich
haufiger positiv mit 17,8% der Falle (p=0,0120).

Haufigkeiten Zytologie | Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % i - . .
Seile % B Zytologie positiv. W Zytologie negativ
ele %
Hamaturie 364 54 418 100% -
negativ 23,35 3,46 26,81 80%
27,96 21,01
87,08 12,92 60% +—
Hamaturie 938 203 1141 20% -
Positiv 60,17 13,02 73,19
72,04 78,99 20% +—
1302 257 1559 . ) ) . )
8352 16.48 ohne Haimaturie mit Hamaturie

Tab. 7: Kontingenztabelle von Hamaturie Abb. 12: Anteile der tumorfreien Patienten
nach Zytologie bei tumorfreien mit positivem bzw. negativem Ergebnis der
Patienten: Angabe der  absoluten Zytologie in Abhangigkeit von Hamaturie:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile
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In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=994) zeigte
sich im Gegensatz zur Gesamtgruppe aller tumorfreien Patienten bei der
Betrachtung der Patienten mit und ohne Hamaturie kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich falsch-positiver Testergebnisse. Ohne Hamaturie war
das Ergebnis der Zytologie in 8,6% positiv, mit Hamaturie waren 11,8% der
Ergebnisse positiv (p=0,1012).

Haufigkeiten Zytologie Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor,
Spalte % zur Erstdiagnostik
Zeile % = Zvtolozi iti = Zvtolosi ti
ologle posiiv Lytologie negativ

Hamaturie 224 21 245 Y BIEP ’ 8 &
Negativ 22,54 2,11 24,65 100% +—— —

25,31 19,27 80% -

91,43 8,57

: 60% +—

Hamaturie 661 88 749
positiv 66,50 8,85 75,35 40%

74,69 80,73 20% +—

88,25 11,75 . | 5

! T
885 109 994 3 _ o
ohne Hamaturie mitHamature

89,03 10,97
Tab. 8: Kontingenztabelle von Hamaturie Abb. 13: Subgruppe der tumorfreien
nach  Zytologie in der Subgruppe Patienten zur Erstdiagnostik. Positives
tumorfreier Patienten zur Erstdiagnostik: bzw. negatives Ergebnis der Zytologie in

Angabe der absoluten Patientenzahlen und Abhéangigkeit von Hamaturie: Zahlenangaben

der prozentualen Anteile in Prozent

In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen, war die
Verteilung wie folgt: Bei Patienten ohne Hamaturie war das Ergebnis der
Zytologie in nur 19,1% positiv, wohingegen bei Patienten mit Hamaturie mit
29,4% deutlich mehr Ergebnisse positiv waren. Dies ergab einen signifikanten
Unterschied (p=0,0063).
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Haufigkeiten Zytologie | Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor,
Spalte % zur Rezidivsuche
zelle % m Zytologie positiv.- m Zytclogie negativ
FATR ] c
Hamaturie 140 33 173
negativ 24,78 5,84 30,62 100% —— _— —
33,57 22,30 30%
80,92 19,08 _
- 50% +—
Hamaturie 277 115 392
Positiv 49,03 20,35 69,38 40% +—
66,43 77,70 20% 4 -
70,66 29,34 0% - - |
417 148 565 . _ o _
7381 26.19 ohne Himaturie mit Hamaturie

Tab. 9: Kontingenztabelle von Hamaturie Abb. 14: Subgruppe der tumorfreien
nach Zytologie in der Subgruppe Patienten zur Rezidivsuche. Positives bzw.

tumorfreier Patienten zur Rezidivsuche: negatives  Ergebnis der  Zytologie in
Angabe der absoluten Patientenzahlen und Abhangigkeit von Hamaturie: Zahlenangaben
der prozentualen Anteile in Prozent

3.3.1.1.2. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis der zytologischen

Befundung bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 2008 untersuchten Patienten waren 449 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten 86
Patienten (19,2%) keine Hamaturie, 363 Patienten (80,8%) hatten eine

Hamaturie.

Unter den Patienten mit Hamaturie war die zytologische Befundung in 17,9%
falsch-negativ. Lag keine Hamaturie vor, so waren trotz Tumornachweis sogar
37,2% der Ergebnisse negativ (p=0,0002) (Tab. 10, Abb. 15).

Die getrennte Untersuchung der Subgruppen ,oberflachlicher Tumor' und
Jinvasiver Tumor‘ ergab dementsprechende Ergebnisse: Der Anteil der falsch-
negativen Testergebnisse war bei Patienten mit Hamaturie deutlich geringer
(22,1% und 4,35%) als bei Patienten ohne Hamaturie (39,7% und 60,0%).
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In der Subgruppe der Patienten mit Carcinoma in situ waren insgesamt lediglich
26 Patienten, wobei in dieser Subgruppe nur ein einziges Ergebnis der

Zytologie negativ war.

Haufigkeiten Zytologie | Zytologie
Gesamt % negativ | positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) ) . -
) B Zytologie negativ Zytologie positiv
Zeile %
Hamaturie 32 54 86 100%
negativ 7,13 12,03 19,15
g 80% +—
32,99 15,34 62,8
37,21 62,79 60% —| 82,1
Hamaturie 65 298 363
40% +—
positiv 14,48 66,37 80,85
67,01 84,66 20% +—
o1 8200 179
0% 1 T 1
97 352 449 o ) B )
21 60 28.40 mit Hamaturie ohne Hamaturie

Tab. 10: Kontingenztabelle von Abb. 15: Anteile der Patienten mit
Hamaturie nach Zytologie bei Patienten positivem bzw. negativem Ergebnis der
mit  Tumor:  Angabe der absoluten Zytologie in Abhangigkeit von Hamaturie:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile

3.3.1.2. Einfluss eines Harnwegsinfekts auf das Testergebnis

Bei insgesamt 2010 Patienten konnte der Einfluss eines Harnwegsinfekts auf
das Ergebnis der Zytologie untersucht werden. Dabei wurde bei 357 Patienten

ein Harnwegsinfekt festgestellt, 1653 Patienten hatten keinen Harnwegsinfekt.

3.3.1.2.1. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis der Zytologie

bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 1558 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 1291 Patienten (82,9%) keinen

Harnwegsinfekt, 267 Patienten (17,1%) hatten einen Infekt.

Bei den Patienten ohne Harnwegsinfekt war die Zytologie lediglich in 15,7% der

Falle falsch-positiv. Bei Patienten mit Harnwegsinfekt zeigte die Zytologie
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dagegen zu 20,2% ein positives Ergebnis, obwohl kein Tumor vorhanden war
(p=0,0455).

Haufigkeiten Zytologie |Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % ) o _ _
_ B Zytologie positiv. W Zytologie negativ
Zeile %
HWI negativ 1088 203 1291 100% -~
69,83 13,03 82,86
80% ——
83,63 78,99
84,28 15,72 60% +—
HWI iti
positiv 213 54 267 40% -
13,67 3,47 17,14
16,37 21,01 20% +——
0% - . 1
1301 257 1558 )
83.50 16.50 ohne HWI mit HWI

Tab. 11: Kontingenztabelle von Abb. 16: Anteile der tumorfreien Patienten
Harnwegsinfekt nach Zytologie bei mit positivem bzw. negativem Ergebnis der
tumorfreien  Patienten: Angabe der Zytologie in Abhéngigkeit eines

absoluten  Patientenzahlen und der Harnwegsinfekts: Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile

Bei der Aufteilung der tumorfreien Patienten in die zwei Subgruppen
,Erstdiagnostik’ und ,Rezidivsuche’ war in keiner der beiden Gruppen ein
signifikanter Unterschied der Testergebnisse aufgrund des Harnwegsinfekts
festzustellen. In der Erstdiagnostik (n=993) lag der Anteil der falsch-positiven
Ergebnisse bei 10,8% (ohne HWI) und bei 12,1% (mit HWI). Bei Patienten zur
Rezidivsuche (n=565) waren ohne HWI 24,8% der Ergebnisse falsch-positiv,
mit HWI waren es 31,8% (p=0,0861).

3.3.1.2.2. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis der Zytologie

bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 2010 untersuchten Patienten waren 452 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten
362 Patienten (80,1%) keinen Harnwegsinfekt, 90 Patienten (19,9%) hatten
einen Harnwegsinfekt.
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Der Anteil falsch-negativer Ergebnisse unterschied sich dabei unwesentlich
aufgrund des Harnwegsinfekts. Unter den Patienten mit HWI hatten trotz
Tumornachweis 21,11% ein negatives Testergebnis, wahrend bei Patienten
ohne HWI die Zytologie zu 21,55% negativ war (p=0,5278) (Abb. 17, Tab. 12).

In den Subgruppen der Patienten mit oberflachlichem Tumor und mit invasivem
Tumor zeigte sich eine entsprechende Verteilung der Zahlen. Zwischen den
Patienten mit und ohne Harnwegsinfekt gab es keinen signifikanten Unterschied
der falsch-negativen Testergebnisse. In der Subgruppe der Patienten nur mit
Carcinoma in situ waren lediglich 26 Patienten. Insgesamt war dabei nur ein

einziges Ergebnis der Zytologie negativ.

Haufigkeiten Zytologie | Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) ) ) .
paite 7o M Zytologie negativ.  m Zytologie positiv
Zeile %
HWI negativ 78 284 362 100% -
17,26 62,83 80,09 80% -
80,41 80,00
21,55 78,45 60% +——
HWI positiv 19 71 90
P 40%
4,20 15,71 19,91
19,59 20,00 20% +—
0% - | 1
97 355 452
2146 78.54 mit HWI ohne HWI

Tab.  12:  Kontingenztabelle ~ von  Apb. 17: Anteile der Patienten mit
Harnwegsinfekt nach  Zytologie bei positivem bzw. negativem Ergebnis der
Patienten mit Tumor: Angabe der Zytologie in Abhangigkeit von

absoluten  Patientenzahlen und  der Harnwegsinfekt: Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile
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3.3.1.3. Einfluss von mechanischer Manipulation bei der Uringewinnung

auf das Testergebnis

Bei insgesamt 2077 Patienten konnte der Einfluss einer mechanischen
Manipulation bei der Urinentnahme auf das Ergebnis der Zytologie untersucht
werden. Dabei wurde bei 1368 Patienten die Urinprobe invasiv entnommen, bei

709 Patienten erfolgte die Uringewinnung nichtinvasiv.

3.3.1.3.1. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis der

zytologischen Befundung bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 1585 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Dabei waren 566 Proben (35,7%) nichtinvasiv gewonnen

worden, 1019 Proben (64,3%) waren invasiv entnommen worden.

Bei Patienten ohne Tumor und ohne mechanische Manipulation war die
Zytologie lediglich in 13,4% positiv. Bei Patienten mit mechanischer
Manipulation bei der Uringewinnung war die Zytologie dagegen in 18,1%

positiv, obwohl ebenfalls kein Tumor vorlag (p=0,0097).

Haufigkeiten Zytologie | Zytologie
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % . i . .
_ B Zytologie positiv. B Zytologie negativ
Zeile %
Keine mechan. 490 76 566 100% -
Manipulation 30,91 4,79 35,71 0% -
36,98 29,23 .
60% +——
86,57 13,43 ?
Mit mechan. 835 184 1019 40% +——
Manipulation 52,68 11,61 64,29 20% -
0% | T
81,94 18,06
1375 560 1585 ohne mechan. mit mechan.
Manipulation Manipulation
83,60 16,40

Tab. 13: Kontingenztabelle von Abb. 18: Anteile der tumorfreien Patienten
mechanischer Manipulation nach mit positivem bzw. negativem Ergebnis der
Zytologie bei tumorfreien Patienten: Zytologie in Abhangigkeit von
Angabe der absoluten Patientenzahlen und mechanischer Manipulation:  Zahlenangaben

der prozentualen Anteile in Prozent
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In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=1035) war die
Verteilung wie folgt: Bei Patienten ohne invasive Entnahme der Urinprobe war
das Ergebnis der Zytologie in 9,0% positiv, wahrend bei Patienten mit invasiver
Entnahme der Urinprobe 11,9% der Ergebnisse positiv waren. Die Ergebnisse
beider Gruppen unterschieden sich also nicht signifikant voneinander
(p=0,0895).

Haufigkeiten Zytologie |Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor,
Spalte % nur Erstdiagnostik
Zeile % m Zytologiepositiv - m Zytologie negativ
Keine mechan. 324 32 356
100% ——— —_— -
Manipulation 31,30 3,09 34,40
35,14 28,32 80% T—— ] —
91,01 8,99 60% +— _ —
Mit m echan. 598 81 679 40% -
Manipulation 57,78 7,83 65,60
20% EE— —
64,86 71,68
88,07 11,93 0% 4_—v—t
922 113 1035 vhne mechan. mit mechan.
89 08 10.92 Mznipulation Manipulation

Tab. 14: Kontingenztabelle von Abb. 19: Subgruppe der tumorfreien

mechanischer Manipulation nach Patienten zur Erstdiagnostik. Positives
Zytologie in der Subgruppe tumorfreier bzw. negatives Ergebnis der Zytologie in
Patienten zur Erstdiagnostik: ~ Angabe der Abhéangigkeit von mechanischer

absoluten Patientenzahlen und  der Manipulation: Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile

In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen (n=550), ergab
sich wieder ein Bild wie in der Gesamtgruppe aller tumorfreien Patienten: Unter
den 210 nichtinvasiv entnommenen Proben war die Zytologie lediglich in 21,0%
positiv, wohingegen der Anteil falsch-positiver Ergebnisse bei invasiver
Probenentnahme mit 30,3% deutlich héher war (p=0,0100).
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Haufigkeiten Zytologie |Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten '?hne Tumor,
Spalte % nur Rezidivsuche
Zeile % W Zytologiepositiv - W Zytologienegativ
Keine mechan. 166 44 210
o 100% —— - —
Manipulation 30,18 8,00 38,18
41,19 29,93 8% —— —
79,05 20,95 60%
Mit mechan. 237 103 340 a0
Manipulation 43,09 18,73 61,82
20% —_— —
58,81 70,07
69,71 30,29 0% -
403 147 550 chne mechan. mitmechar.
73.27 26,73 Manipulation Manipulation
Tab. 15: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 20: Subgruppen der tumorfreien
Manipulation nach Zytologie in der  Ppatienten zur Rezidivsuche. Positives bzw.
Subgruppe tumorfreier Patienten  zur negatives Ergebnis der Zytologie in

Rezidivsuche: ~ Angabe der absoluten Aphangigkeit von mechan. Manipulation:
Patientenzahlen und der prozentualen Anteile  zahlenangaben in Prozent

3.3.1.3.2. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis der

zytologischen Befundung bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 2077 untersuchten Patienten waren 492 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon waren
143 Proben (29,1%) ohne invasive Malinahmen, 349 Proben (70,9%) waren

durch invasive Mal3hahmen gewonnen worden.

In beiden Gruppen zeigte sich ein &hnlicher Anteil an falsch-negativen
Ergebnissen in der zytologischen Befundung: Unter den Patienten mit invasiver
Urinprobenentnahme war die Zytologie in 20,1% negativ, wahrend bei Patienten
ohne invasive Urinprobenentnahme die Zytologie in 22,4% negativ war
(p=0,3221). (Abb.21, Tab.16)

In den Subgruppen der Patienten mit oberflachlichem Tumor und mit invasivem
Tumor zeigte sich eine entsprechende Verteilung der Zahlen. Bei invasiv
entnommenen Proben lag der Anteil falsch-negativer Ergebnisse unwesentlich
niedriger (23,91% und 5,56%) als bei nichtinvasiv entnommenen Proben
(29,3% und 8,57%).
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Haufigkeiten Zytologie |Zytologie
Gesamt % negativ positiv Patienten mit Tumor
Spalte % : . . .
) H Zytologie negativ Zytologie positiv
Zeile %
Keine mechan. 32 111 143 100%
Manipulation 6,50 22,56 29,07 80% -
31,37 28,46 . .
22,38 77,62 60% T . !
Mit mechan. 70 279 349 40%
Manipulation 14,23 56,71 70,93 20% +—
0% 1 T 1
20,06 79,94 _
103 350 792 m|tmechqn, ohne.mech.an,
Manipulation Manipulation
20,73 79,27
Tab. 16: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 21: Anteile der Patienten mit
Manipulation  nach  Zytologie  bei positivem bzw. negativem Ergebnis der
Patienten mit Tumor: Angabe der Zytologie in Abhangigkeit von mechan.

absoluten  Patientenzahlen und der Manipulation: Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile

In der Subgruppe der Patienten mit Carcinoma in situ waren insgesamt lediglich
28 Patienten. In dieser Subgruppe war nur ein einziges Ergebnis der Zytologie

negativ, dies bei einem Patienten mit invasiver Urinprobenentnahme.

3.3.1.4. Multivariate Varianzanalyse

In der multivariaten Varianzanalyse wurde der Einfluss mehrerer Variablen auf
dieselbe Zielvariable untersucht. In diesem Fall war die Zielvariable das
Testergebnis der Zytologie. Die untersuchten Einflussvariablen waren das
Vorhandensein eines Tumors sowie alle untersuchten potenziellen Storfaktoren,
also Hamaturie, Harnwegsinfekt und mechanische Manipulation. Fir die
gemeinsame Bericksichtigung aller 4 Faktoren konnte ein Patientenkollektiv
von n=1847 Patienten herangezogen werden. In einem Effekt-Likelihood-
Verhéltnistest zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf das Testergebnis der
Zytologie durch das Vorhandensein eines Tumors (p<0,001) und durch eine
Hamaturie (p=0,0005). FUr den Harnwegsinfekt und die mechanische
Manipulation konnte in dieser multivariaten Analyse kein signifikanter Einfluss

festgestellt werden (Tab.17).
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Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chi2
Parameter Quadrat

Hamaturie 1 1 12,1434024 |0,0005

HWI 1 1 1,7068692 0,1914

mechan. Manipulation |1 1 1,6864494 |0,1941

Tumor ja/nein 1 1 580,597391 |<,0001

Tab. 17: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fir Zytologie bei
insgesamt 4 Freiheitsgraden

In einem zweiten Schritt wurde der einzige signifikante Einflussfaktor neben
dem Vorhandensein eines Tumors, némlich die Hamaturie, aus der
multivariaten Analyse herausgenommen. Dann wurde eine erneute
Varianzanalyse durchgefihrt mit 3 Freiheitsgraden - den Ubrigen 2 potenziellen
Einflussfaktoren und dem Vorhandensein eines Tumors. Hierbei stellte sich
erwartungsgemall wiederum der Tumor als grof3ter Einfluss auf das
Zytologieergebnis dar (p<0,001). Zudem war nun ein signifikanter Einfluss

durch den Harnwegsinfekt festzustellen (p=0,0268).

Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chiz2
Parameter Quadrat

HWI 1 1 4,90268353 |0,0268

Tumor ja/nein 1 1 592,056888 |<,0001

mechan. Manipulation |1 1 3,20939983 |0,0732

Tab. 18: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fiur Zytologie bei
insgesamt 3 Freiheitsgraden

Bei einer weiteren Reduktion der untersuchten Einflussfaktoren blieb nun der
Einfluss des Harnwegsinfekts unbericksichtigt und es wurde eine
Varianzanalyse allein fur die beiden Faktoren mechanische Manipulation und
Vorhandensein eines Tumors durchgefihrt. In dieser Konstellation zeigte sich

fur beide Variablen ein signifikanter Einfluss auf die zytologische Befundung.
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Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chi2
Parameter Quadrat

Tumor ja/nein 1 1 657,743243 |<,0001

mechan. Manipulation |1 1 5,5916397 0,0180

Tab. 19: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fir Zytologie bei
insgesamt 2 Freiheitsgraden

3.3.2. UroVysion

3.3.2.1. Einfluss einer Hamaturie auf das Testergebnis

Bei insgesamt 1296 Patienten konnte der Einfluss der Hamaturie auf das
Ergebnis des UroVysion-Tests untersucht werden. Dabei wurde bei 979
(75,5%) Patienten eine Hamaturie festgestellt, 317 (24,5%) Patienten hatten

keine Hamaturie.

3.3.2.1.1. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis des UroVysion-Tests

bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 1065 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 287 Patienten (26,9%) keine Hamaturie,
778 Patienten (73,1%) hatten eine Hamaturie.

Weder in der Gesamtgruppe noch in einer der Subgruppen (Patienten zur
Erstdiagnostik/Rezidivsuche) zeigte sich ein wesentlicher Unterschied im Antell
der falsch-positiven zytologischen Befundungen aufgrund einer Hamaturie.

In der Gesamtgruppe aller Patienten ohne Tumor war der UroVysion-Test in
17,4% positiv wenn keine Hamaturie vorlag und in 20,7% positiv wenn eine
Hamaturie vorhanden war. Dies ergab keinen signifikanten Unterschied
(p=0,1348).
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Haufigkeiten UroVysion [UroVysion
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % . . . .
Seile % B UroVysion positiv. B UroVysion negativ
ele %
Hamaturie 237 50 287 100%
negativ 22,25 4,69 26,95
g 80%
27,75 23,70
82,58 17,42 60% —
Hamaturie 617 161 778 20% -
positiv 57,93 15,12 73,05
72,25 76,30 20% +—
0% - T
854 211 1065 . ) ) . ) o
80 19 10.81 Hamaturie negativ.  Hamaturie positiv

Tab. 20: Kontingenztabelle von Abb. 22: Anteile der tumorfreien Patienten
Hamaturie nach UroVysion bei mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
tumorfreien  Patienten: Angabe der UroVysion in Abhangigkeit von Hamaturie:
absoluten  Patientenzahlen und der Zahlenangaben in Prozent

prozentualen Anteile

In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=656) war bei
Patienten ohne Hamaturie das Ergebnis des UroVysion-Tests in 9,2% positiv,
wahrend bei Patienten mit Hamaturie 14,3% der Ergebnisse positiv waren
(p=0,0607).

In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen (n=409) war bei
Patienten ohne Hamaturie das Ergebnis des UroVysion-Tests in 26,9% der
Falle positiv, wahrend bei Patienten mit Hamaturie 32,4% der Ergebnisse

positiv waren (p=0,1542).

3.3.2.1.2. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis des UroVysion-Tests
bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 1296 untersuchten Patienten waren 231 Patienten, bei denen in der

histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten 30

Patienten (13,0%) keine Hamaturie, 201 Patienten (87,0%) hatten eine

Hamaturie.

Unter den Patienten mit Hamaturie war das Ergebnis des UroVysion-Tests in

26,9% negativ, wahrend bei Patienten ohne Hamaturie das Ergebnis des
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UroVysion-Tests zu 40,0% negativ war. Dies ergab keinen signifikanten
Unterschied (p=0,1042).

Haufigkeiten UroVysion |UroVysion
Gesamt % negativ |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) i . -
) B UroVysion negativ UroVysion positiv
Zeile %
Hamaturie 12 18 30 100%
negativ 5,19 7,79 12,99
g 80% |
18,18 10,91 o 60
40,00 60,00 60% || 1313
Hamaturi
amaturie 54 147 201 20%
positiv 23,38 63,64 87,01
81,82 89,09 20% —-
26,87 73,13
0% 1 T 1
66 165 231 - ) o - ) )
2857 7143 Hamaturie positiv. Hamaturie negativ

Tab. 21: Kontingenztabelle von Abb. 23: Anteile der Patienten mit
Hamaturie nach UroVysion bei Patienten positivem bzw. negativem Ergebnis des
mit  Tumor:  Angabe der absoluten UroVysion in Abhangigkeit von Hamaturie:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor zeigte sich eine
entsprechende Verteilung der Zahlen. Hier waren mit Hamaturie 29,38% der
Ergebnisse falsch-negativ. Lag keine Hamaturie vor, war der Anteil falsch-

negativer Ergebnisse bei 46,2%.

In die Auswertung der Patienten mit muskelinvasivem Tumor gingen insgesamt
nur 32 Patienten ein, von denen nur ein einziger keine Hamaturie zeigte. Dieser
hatte ein positives Ergebnis des UroVysion-Tests. In der Subgruppe der
Patienten mit Carcinoma in situ waren insgesamt lediglich 13 Patienten.

3.3.2.2. Einfluss eines Harnwegsinfekts auf das Testergebnis

Bei insgesamt 1296 Patienten konnte der Einfluss eines Harnwegsinfekts auf
das Ergebnis des UroVysion-Tests untersucht werden. Dabei wurde bei 201
(15,5%) Patienten ein Harnwegsinfekt festgestellt, 1095 (84,5%) Patienten

hatten keinen Harnwegsinfekt.
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3.3.2.2.1. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des UroVysion-

Tests bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 1065 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 908 Patienten (85,3%) keinen

Harnwegsinfekt, 157 Patienten (14,7%) hatten einen Infekt.

Weder in der Gesamtgruppe noch in einer der Subgruppen (Patienten zur
Erstdiagnostik/Rezidivsuche) zeigte sich ein wesentlicher Unterschied im Anteil
der falsch-positiven  zytologischen Befundungen  aufgrund  eines
Harnwegsinfekts. In der Gesamtgruppe aller Patienten ohne Tumor war das
Ergebnis des UroVysion-Tests ohne HWI in 19,8% positiv, genauso héaufig

waren falsch-positive Ergebnisse bei Patienten mit HWI (19,8%).

Haufigkeiten UroVysion |UroVysion
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % _ o _ _
Zeile % B UroVysion positiv.~ B UroVysion negativ
ele %
HWI negativ 728 180 908 100% -~
68,36 16,90 85,26
80% +——
85,25 85,31
80,18 19,82 60% —
HWI positiv 126 31 157 20% -
11,83 2,91 14,74
14,75 14,69 20% +—
0% - T 1
854 211 1065 _ N
80.19 19.81 HWI negativ HWI positiv

Tab. 22: Kontingenztabelle von Abb. 24: Anteile der tumorfreien Patienten

Harnwegsinfekt nach UroVysion bei mit positivem bzw. negativem Ergebnis des

tumorfreien  Patienten: Angabe der UroVysion in Abhangigkeit eines

absoluten  Patientenzahlen und der Harnwegsinfekts: Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile

In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=656) war die
Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse des UroVysion-Tests in beiden Gruppen
mit 12,7% (ohne HWI) und 16,1% (mit HWI) fast gleich hoch (p=0,2329).

In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen, war die

Verteilung wie folgt: Bei den Patienten ohne Harnwegsinfekt war das Ergebnis
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des UroVysion-Tests in 31,9% positiv, wahrend bei Patienten mit HWI 24,3%
der Ergebnisse positiv waren (p=0,9205).

3.3.2.2.2. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des UroVysion-
Tests bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 1296 untersuchten Patienten waren 231 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten
187 Patienten (81,0%) keinen HWI, 44 Patienten (19,0%) hatten einen HWI.

Auch hier zeigte sich in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter
Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des UroVysion-Tests. In der
Gesamtgruppe aller Patienten mit Tumornachweis war das Ergebnis des
UroVysion-Tests mit Harnwegsinfekt in 18,2% falsch-negativ, wahrend bei
Patienten ohne HWI 31,0% der Ergebnisse negativ waren. Dies ergab keinen
signifikanten Unterschied (p=0,0622) (Abb.25, Tab.23).

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=186) zeigte sich
eine entsprechende Verteilung der Zahlen. Von den 31 Patienten mit HWI
hatten 25,8% ein falsch-negatives Testergebnis, bei den 155 Patienten ohne
HWI waren es 32,9%. In die Gruppe der Patienten mit muskelinvasivem Tumor
fielen insgesamt nur 32 Patienten. Alle vier Patienten mit negativem
Testergebnis hatten keinen Harnwegsinfekt. In der Subgruppe der Patienten mit
Carcinoma in situ waren lediglich 13 Patienten. Die insgesamt 3 negativen
Ergebnisse im UroVysion-Test stammten alle von Patienten, die keinen

Harnwegsinfekt hatten.
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Haufigkeiten UroVysion |UroVysion
Gesamt % negativ |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % . . . .
) B Zytologie negativ Zytologie positiv
Zeile %
HWI negativ 58 129 187 100%
25,11 55,84 80,95
80% +—
87,88 78,18 68.98
31,02 68,98 60% +—— 81,82 .
HWI positiv 8 36 44 40%
3,46 15,58 19,05
12,12 21,82 20% +—— .
P - 1818
0% Bl T 1
66 165 231 - _
HWI positiv HWI negativ
28,57 71,43

Tab. 23: Kontingenztabelle von Abb. 25: der Patienten mit positivem bzw.
Harnwegsinfekt nach UroVysion bei negativem Ergebnis des UroVysion in
Patienten mit Tumor: Angabe der Abhangigkeit von Harnwegsinfekt:
absoluten  Patientenzahlen und der Zahlenangaben in Prozent

prozentualen Anteile

3.3.2.3. Einfluss von mechanischer Manipulation bei der Uringewinnung

auf das Testergebnis

Bei insgesamt 1268 Patienten konnte der Einfluss einer mechanischen
Manipulation bei der Urinentnahme auf das Ergebnis des UroVysion-Tests
untersucht werden. Dabei wurde bei 923 (72,8%) Patienten die Urinprobe
invasiv enthommen, bei 345 (27,2%) Patienten erfolgte die Uringewinnung

nichtinvasiv.

3.3.2.3.1. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis des

UroVysion-Tests bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 1035 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Dabei waren 312 Proben (30,1%) nichtinvasiv gewonnen

worden, 723 Proben (69,9%) waren invasiv entnommen worden.

Bei Patienten ohne mechanische Manipulation war das Ergebnis des
UroVysion-Tests lediglich in 14,1% falsch-positiv. Wurde die Urinprobe
dagegen invasiv entnommen, so war der Anteil positiver Ergebnisse mit 19,4%

deutlich héher, obwohl auch hier kein Tumor vorlag (p=0,0246).
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Haufigkeiten UroVysion [UroVysion
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % ) - . '
) B UroVysion positiv. B UroVysion negativ
Zeile %
Keine mechan. 268 44 312 100% -~
Manipulation 25,89 4,25 30,14 80% ——
31,49 23,91 .
85,90 14,10 60% 1
Mit mechan. 583 140 723 40%
Manipulation 56,33 13,53 69,86 20% 4+——
80,64 19,36 0% - ' '
851 18a 1035 ohne.mech.an. m|tmechqn.
Manipulation Manipulation
82,22 17,78
Tab. 24: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 26: Anteile der tumorfreien Patienten
Manipulation nach  UroVysion bei mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
tumorfreien Patienten: absolute UroVysion in Abhangigkeit von mechan.

Patientenzahlen und prozentualen Anteile Manipulation: Zahlenangaben in Prozent

In der Subgruppe der Patienten zur Erstdiagnostik konnte im Gegensatz zur
Gesamtgruppe kein Unterschied festgestellt werden - ohne invasive
Probenentnahme war das Ergebnis des UroVysion-Tests in 13,6% positiv,
wahrend bei Patienten mit invasiver Entnahme der Urinprobe mit 11,6% sogar

weniger Ergebnisse positiv waren (p=0,8058).

Haufigkeiten UroVysion |UroVysion
Gesamt % negativ positiv Patienten o_hne Tur_“or'
Spalte % nur Erstdiagnostik
Zeile % m UroVysicn positiv. ® UroVysion negativ
Keine mechan. 152 24 176 100% -
Manipulation 23,31 3,68 26,99
80% +— _ e
26,53 30,38
86,36 13,64 60% — — —
Mit mechan. 421 55 476 40% +—— | I | |
Manipulation 64,57 8,44 73,01 20% |
73,47 69,62 - 1155
88,45 11,55 0% -
573 79 650 ohne mechan. mit mechar.
Manipulation Manipulation
87,88 12,12
Tab. 25: Kontingenztabelle von mechan. ~ Abb. 27: Subgruppe der tumorfreien
Manipulation nach UroVysion in der Patienten zur Erstdiagnostik . Positives

Subgruppe tumorfreier Patienten zur bzw. negatives Ergebnis des UroVysion in
Erstdiagnostik:  Angabe der absoluten Abhangigkeit von mechan. Manipulation:

Patientenzahlen und der prozentualen Anteile Zahlenangaben in Prozent
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In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen, waren insgesamt
383 Patienten. In dieser Gruppe zeigte sich wiederum ein sehr deutlicher
Unterschied im Anteil falsch-positiver Ergebnisse: Bei den Patienten ohne
invasive Entnahme der Urinprobe war das Ergebnis des UroVysion-Tests
lediglich in 14,7% positiv. Dem gegeniber stehen 34,4% falsch-positive
Ergebnisse im UroVysion-Test bei Patienten mit invasiver Entnahme der
Urinprobe (p<0,001).

Haufigkeiten UroVysion |UroVysion
Gesamt % negativ positiv Patienten '_:’hne Tumeor,
Spalte % nur Rezidivsuche
Zeile % m UroVysion positiv. m UroVysion negativ
Kei han.
eine mechan 116 20 136 100%
Manipulation 30,29 5,22 35,51
41,73 19,05 80% —
85,29 14,71 60% ———— |
Mit mechan. 162 85 247 40%
Manipulation 42,30 22,19 64,49 0%
I, E—— —
58,27 80,95 ”
65,59 34,41 0%
278 105 383 ohne mechan. mit mechzn.
7258 27 42 Manipu'ation Manipulation
Tab. 26: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 28: Subgruppe der tumorfreien

Manipulation nach UroVysion in der Patienten zur Rezidivsuche. Positives bzw.

Subgruppe tumorfreier Patienten zur negatives Ergebnis des UroVysion

Rezidivsuche: Angabe der absoluten Abhéangigkeit von mechan. Manipulation:

Patientenzahlen und der prozentualen Anteile Zahlenangaben in Prozent

3.3.2.3.2. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis des

UroVysion-Tests bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 1268 untersuchten Patienten waren 233 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon waren 33
Proben (14,2%) ohne invasive MalRBhahmen, 200 Proben (85,8%) waren durch

invasive MalRnahmen gewonnen worden.

Unter den Patienten mit invasiver Urinprobenentnahme war das Ergebnis des
UroVysion-Tests mit 28,0% in deutlich weniger Féllen falsch-negativ, als in der
Kontrollgruppe ohne invasive Urinentnahme mit 45,4% (p=0,0374).
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Bemerkenswert ist hierbei auch, dass trotz des vorhandenen Tumors fast die

Halfte der Testergebnisse negativ war.

Haufigkeiten UroVysion |UroVysion
Gesamt % negativ  |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) i . -
) B UroVysion negativ UroVysion positiv
Zeile %
Keine mechan. 15 18 33 100%
Manipulation 6,44 7,73 14,16 80% -
21,13 11,11 o 54,55
60% +—
45,45 54,55
Mit mechan. 56 144 200 40% +——
Manipulation 24,03 61,80 85,84 20% _-
78,87 88,89
0% 1 T 1
28,00 72,00 _
71 162 >33 m|tmechqn, ohne.mech.an,
Manipulation Manipulation
30,47 69,53
Tab. 27: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 29: Anteile der Patienten mit
Manipulation nach  UroVysion bei positivem bzw. negativem Ergebnis des
Patienten mit Tumor: Angabe der UroVysion in Abhangigkeit von mechan.

absoluten  Patientenzahlen und der Manipulation: Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=189) zeigte sich
ebenfalls ein Einfluss der mechanischen Manipulation auf das Testergebnis.
Wahrend 30,5% der invasiv entnommenen Proben ein negatives Testergebnis

erbrachten, waren es bei nichtinvasiv entnommenen Proben 56%.

In die Auswertung der muskelinvasiven Tumoren gingen insgesamt nur 31
Datensatze ein. Davon war bei nur vier Patienten die Urinprobe nichtinvasiv
entnommen worden, nur ein Testergebnis war darunter negativ. In der
Subgruppe der Patienten mit Carcinoma in situ waren lediglich 13 Patienten.
Alle drei negativen Testergebnisse des UroVysion-Tests entfielen auf Patienten,

bei denen die Urinentnahme invasiv erfolgt war.

3.3.2.4. Multivariate Varianzanalyse

In dieser multivariaten Varianzanalyse war die Zielvariable das Testergebnis
des UroVysion-Tests. Die untersuchten Einflussvariablen waren das

Vorhandensein eines Tumors sowie alle untersuchten potenziellen Storfaktoren.
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Fur die gemeinsame Beriicksichtigung aller 4 Faktoren konnte ein
Patientenkollektiv von n=1211 Patienten herangezogen werden. Im Effekt-
Likelihood-Verhéltnistest zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf den
UroVysion-Test nur durch das Vorhandensein eines Tumors (p<0,001). Keiner
der untersuchten Storfaktoren Hamaturie, Harnwegsinfekt und die mechanische
Manipulation hatte in der multivariaten Analyse einen signifikanten Einfluss auf
das Testergebnis (Tab. 28). Fur die mechanische Manipulation kann das

Ergebnis mit einem p-Wert von 0,0551 als auffallig gewertet werden.

Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chiz2
Parameter Quadrat

Tumor ja/nein 1 1 212,709718 |<,0001

mechan. Manipulation |1 1 3,67954123 |0,0551

Hamaturie 1 1 0,52610069 |0,4683

HWI 1 1 1,33796705 |0,2474

Tab. 28: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fir UroVysion bei
insgesamt 4 Freiheitsgraden

3.3.3.  ImmunoCyt/uCyt+

3.3.3.1. Einfluss einer Hamaturie auf das Testergebnis

Bei insgesamt 667 Patienten konnte der Einfluss der Hamaturie auf das
Ergebnis des uCyt+-Tests untersucht werden. Dabei wurde bei 503 (75,4%)
Patienten eine Hamaturie festgestellt, 164 (24,6%) Patienten hatten keine

Hamaturie.

3.3.3.1.1. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis des uCyt+-Tests bei

Patienten ohne Tumornachweis
Es wurden 541 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor

nachgewiesen wurde. Davon hatten 144 Patienten (26,6%) keine Hamaturie,

397 Patienten (73,4%) hatten eine Hamaturie.
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Der Anteil falsch-positiver Ergebnisse unterschied sich sowohl in der
Gesamtgruppe aller Patienten ohne Tumor als auch in allen Subgruppen

deutlich, wenn eine Hamaturie vorlag oder nicht:

In der Gesamtgruppe aller Patienten ohne Tumor war der uCyt+-Test lediglich
in 11,1% positiv wenn keine Hamaturie bestand. Bei Patienten mit Hamaturie
war der uCyt+-Test dagegen in 24,9% positiv (p=0,0002).

Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % . )
Zeile % B uCyt+ positiv. B uCyt+ negativ
Hamaturie 128 16 144 100% -
negativ 23,66 2,96 26,62
g 80% +——
30,05 13,91
88,89 11,11 60% +—
Hamaturie 298 99 397 20% -
positiv 55,08 18,30 73,38
69,95 86,09 20% +—— -
75,06 24,94 |
0% - T 1
426 115 541 . ) ) . ) -
2874 2126 Hamaturie negativ. Hamaturie positiv

Tab. 29: Kontingenztabelle von Abb. 30: Anteile der tumorfreien Patienten
Hamaturie nach uCyt+ bei tumorfreien mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
Patienten: Angabe  der  absoluten uCyt+ in Abhéangigkeit von Hamaturie:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile

In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=319) war der
Unterschied am starksten ausgepréagt: Patienten ohne Hamaturie hatten in
4,3% der Falle ein falsch-positives Ergebnis des uCyt+-Tests, wahrend bei
Patienten mit Hamaturie 21,3% der Ergebnisse positiv waren (p=0,0003).
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Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor,
Spalte % nur Erstdiagnostik
Zeile % m uCyt+ positiv  m uCyt+ negativ
Hamaturie 67 3 70
) 100% +———
negativ 21,00 0,94 21,94
25,48 5,36 80% +—
95,71 4,29 60% -
Hamaturie 196 53 249
positiv 61,44 16,61 78,06 40% ——
74,52 94,64 20% -
0 4 —
263 56 319 0% '
82 45 1755 Hamaturie negativ Hamaturie positiv

Tab. 30: Kontingenztabelle von Hamaturie Abb. 31: Subgruppe der tumorfreien

nach uCyt+ in der Subgruppe tumorfreier Patienten zur Erstdiagnostik. Positives
Patienten zur Erstdiagnostik:  Angabe der bzw. negatives Ergebnis des uCyt+ in
absoluten Patientenzahlen und der Abhangigkeit von Hamaturie:
prozentualen Anteile Zahlenangaben in Prozent

In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen (n=222) war bei
den Patienten ohne Hamaturie das Ergebnis des uCyt+-Tests in nur 17,6%
positiv, wahrend bei Patienten mit Hamaturie 31,1% der Ergebnisse positiv
waren (p=0,0217).

3.3.3.1.2. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis des uCyt+-Tests bei

Patienten mit Tumornachweis

Unter den 667 untersuchten Patienten waren 126 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten 20
Patienten (15,9%) keine Hamaturie, 106 Patienten (84,1%) hatten eine

Hamaturie.

Unter den Patienten mit Tumornachweis zeigte sich in allen Subgruppen ein
ebenso ausgepragter Unterschied tUber die Hamaturie wie bei Patienten ohne
Tumor: In der Gesamtgruppe der Patienten mit Tumor hatten 20,8% ein falsch-
negatives Testergebnis wenn eine Hamaturie vorlag, wohingegen Patienten

ohne Hamaturie zu 55,0% ein falsch-negatives Ergebnis im uCyt+-Test zeigten
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(p=0,0027). Damit war bei Patienten ohne Hamaturie mehr als die Halfte der
Testergebnisse negativ, obwohl ein Tumor vorlag.

Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ  |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) .
Seile % B uCyt+ negativ. - W uCyt+ positiv
ele %
Hamaturie 11 9 20 100%
negativ 8,73 7,14 15,87
9 80%
33,33 9,68
55,00 45,00 60% +—
Hamaturie 22 84 106 40%
positiv 17,46 66,67 84,13
66,67 90,32 20% —-
20,75 79,25 0% . .
33 93 126 " . - " ) )
Hamaturie positiv. Hamaturie negativ
26,19 73,81

Tab. 31: Kontingenztabelle  von Abb. 32: Anteile der Patienten mit
Hamaturie nach uCyt+ bei Patienten mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
Tumor: Angabe der absoluten uCyt+ in Abhangigkeit von Hamaturie:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=105) ergab sich
mit 22,9% (mit Hamaturie) und 50,0% (ohne Hamaturie) entsprechende Anteile
an falsch-negativen Ergebnissen. In die Subgruppe der Patienten mit
muskelinvasivem Karzinom gingen lediglich 16 Patienten ein. In der Subgruppe,

die nur ein Carcinoma in situ hatte, waren insgesamt nur 5 Patienten.

3.3.3.2. Einfluss eines Harnwegsinfekts auf das Testergebnis

Bei insgesamt 667 Patienten konnte der Einfluss eines Harnwegsinfekts auf das
Ergebnis des uCyt+-Tests untersucht werden. Dabei wurde bei 106 (15,9%)
Patienten ein Harnwegsinfekt festgestellt, 561 (84,1%) Patienten hatten keinen
Harnwegsinfekt.
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3.3.3.2.1. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des uCyt+-
Tests bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 541 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 459 Patienten (84,8%) keinen

Harnwegsinfekt, 82 Patienten (15,2%) hatten einen Infekt.

Bei Patienten ohne Harnwegsinfekt war das Ergebnis des uCyt+-Tests in 20,5%
positiv. Unwesentlich hoher war der Anteil falsch-positiver Ergebnisse bei
Patienten mit Harnwegsinfekt (25,6%). Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p=0,1831).

Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % o _
Zeile % B uCyt+ positiv. B uCyt+ negativ
ele %
HWI negativ 365 94 459 100% -
67,47 17,38 84,84 80% -
85,68 81,74
79,52 20,48 60% +—
HWI positiv 61 21 82 20% -
11,28 3,88 15,16
74,39 25,61 0% . .
426 115 541 _ o
7874 2126 HWI negativ HWI positiv

Tab. 32: Kontingenztabelle von HWI Abb. 33: Anteile der tumorfreien Patienten

nach uCyt+ bei tumorfreien Patienten: mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
Angabe der absoluten Patientenzahlen und uCyt+-Tests in Abhangigkeit eines HWI:
der prozentualen Anteile Zahlenangaben in Prozent

In der Subgruppen der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=319) und die
zur Rezidivsuche kamen (n=222) lie3 sich ebenfalls kein Einfluss des
Harnwegsinfekts  feststellen. Ohne  Harnwegsinfekt  waren  16,5%
(Erstdiagnostik) bzw. 26,3% (Rezidivsuche) der uCyt+-Tests positiv, mit
Harnwegsinfekt war der Anteil falsch-positiver Ergebnisse bei 23,9%
(Erstdiagnostik) und 27,8% (Rezidivsuche).
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3.3.3.2.2. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des uCyt+-
Tests bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 667 untersuchten Patienten waren 126 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten
102 Patienten (81,0%) keinen HWI, 24 Patienten (19,0%) hatten einen HWI.

Weder in der Gesamtgruppe, noch in einer der Subgruppen zeigte sich ein
Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Testergebnis. In der Gesamtgruppe aller
Patienten mit Tumor war das Ergebnis des uCyt+-Tests in 20,8% falsch-negativ
wenn ein HWI vorlag, bei Patienten ohne HWI war das Ergebnis des uCyt+-
Tests zu 27,4% falsch-negativ (p=0,3512).

Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) o
Zeile o B uCyt+ negativ uCyt+ positiv
ele %
HWI negativ 28 74 102 100%

22,22 58,73 80,95

80% +——

84,85 79,57

27,45 72,55 60% — 79,17 72,55
HWI positiv 5 19 24 40% -

3,97 15,08 19,05

20,83 79,17

OL:VL‘I | T 1
33 93 126 N _
26.19 7381 HWI positiv HWI negativ

Tab. 33: Kontingenztabelle von Abb. 34: Anteile der Patienten mit
Harnwegsinfekt  nach uCyt+ bei positivem bzw. negativem Ergebnis des
Patienten mit Tumor: Angabe der uCyt+ in Abhéngigkeit von Harnwegsinfekt:
absoluten  Patientenzahlen und der Zahlenangaben in Prozent

prozentualen Anteile

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=105) zeigte sich
eine entsprechende Verteilung der Zahlen. Hier war der Anteil der falsch-
negativen Ergebnisse bei Patienten mit HWI mit 29,4% sogar hoher als bei
Patienten ohne HWI (27,3%). Die Gruppe der Patienten mit muskelinvasivem
Karzinom umfasste nur 16 Patienten. In der Subgruppe der Patienten, die nur
ein Carcinoma in situ hatten, waren lediglich 5 Patienten.
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3.3.3.3. Einfluss von mechanischer Manipulation bei der Uringewinnung

auf das Testergebnis

Bei insgesamt 691 Patienten konnte der Einfluss einer mechanischen
Manipulation bei der Urinentnahme auf das Ergebnis des uCyt+-Tests
untersucht werden. Dabei wurde bei 500 (72,4%) Patienten die Urinprobe
invasiv enthommen, bei 191 (27,6%) Patienten erfolgte die Uringewinnung

nichtinvasiv.

3.3.3.3.1. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis des

uCyt+-Tests bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 560 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Dabei waren 177 Proben (31,6%) nichtinvasiv gewonnen

worden, 383 Proben (68,4%) waren invasiv entnommen worden.

Bei Patienten ohne mechanische Manipulation bei der Uringewinnung war das
Ergebnis des uCyt+-Tests lediglich in 13,6% positiv. Dagegen hatten 24,3% der
Patienten mit mechanischer Manipulation ein falsch-positives Testergebnis
(p=0,0021).

Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ | positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % - .
) B uCyt+ positiv. B uCyt+ negativ
Zeile %
Keine mechan. 153 24 177 100% -
Manipulation 27,32 4,29 31,61 80%
34,54 20,51
86,44 13,56 60% T
Mit mechan. 290 93 383 40% ——
Manipulation 51,79 16,61 68,39 20% 4+
65,46 79,49 0% I | -
75,75 24,25
23 17 560 keine mechan. mit mechan.
70,11 20,89 Manipulation Manipulation
Tab. 34: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 35: Positives bzw. negatives Ergebnis
Manipulation nach uCyt+ bei tumorfreien des uCyt+ in Abhéangigkeit von mechan.
Patienten: Angabe der absoluten Manipulation bei tumorfreien Patienten:

Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent
Anteile



80 Ergebnisse

In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=331) war die
Verteilung dementsprechend: Bei Patienten ohne invasive Entnahme der
Urinprobe war das Ergebnis des uCyt+-Tests lediglich in 8,4% positiv, wahrend
bei Patienten mit invasiver Entnahme der Urinprobe 21,2% der Ergebnisse

positiv waren (p=0,0032).

In der Subgruppe der Patienten, die zur Rezidivsuche kamen (n=229) zeigte
sich kein Unterschied in Abh&ngigkeit von der Invasivitdt der Uringewinnung.
Ohne invasive Entnahme der Urinprobe war der Anteil positiver Ergebnisse des
uCyt+-Tests bei 19,5%, mit invasiver Entnahme der Urinprobe waren 29,3% der

Ergebnisse positiv. Dies ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,0710).

3.3.3.3.2. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis des

uCyt+-Tests bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 691 untersuchten Patienten waren 131 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon waren 14
Proben (10,7%) ohne invasive Mal3hahmen, 117 Proben (89,3%) waren durch

invasive MalRnahmen gewonnen worden.

In der Gesamtgruppe aller Patienten mit Tumor war das Ergebnis des uCyt+-
Tests in 24,8% falsch-negativ, wenn die Probe invasiv entnommen worden war.
Ein deutlich hoherer Anteil an falsch-negativen Ergebnissen zeigte sich bei
Patienten ohne invasive Urinprobenentnahme mit 57,1% (p=0,0161). Damit fiel
in dieser Gruppe uber die Halfte der Tests negativ aus, obwohl ein Tumor

vorhanden war.
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Haufigkeiten uCyt+ uCyt+
Gesamt % negativ positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) o
. W uCyt+ negativ uCyt+ positiv
Zeile %
Keine mechan. 8 6 14 100%
Manipulation 6,11 4,58 10,69 0% - 42,36
21,62 6,38
% +—— 15,21
57,14 42,86 60%
Mit mechan. 29 88 117 40% +——
Manipulation 22,14 67,18 89,31 20% -
78,38 93,62 -
0% 1 T 1
24,79 75,21 _
37 o7 131 m|tmechqn, ohne.mech.an,
Manipulation Manipulation
28,24 71,76
Tab. 35: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 36: Anteile der Patienten mit positivem
Manipulation nach uCyt+ bei Patienten bzw. negativem Ergebnis des uCyt+ in

mit  Tumor:  Angabe der absoluten Abhangigkeit von mechan. Manipulation:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent
Anteile

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=110) bildete sich
ein entsprechendes Ergebnis ab: War die Urinprobe invasiv enthommen
worden, so waren 25,8% der Testergebnisse des uCyt+ negativ. Mit 61,5%
falsch-negativen Ergebnissen bei nichtinvasiver Urinentnahme zeigte sich hier
sogar noch ein héherer Anteil als in der Gesamtgruppe aller Patienten mit
Tumor (p=0,0126).

In der Subgruppe der Patienten mit muskelinvasivem Karzinom waren
insgesamt nur 16 Patienten, bei allen war die Urinprobe invasiv entnommen

worden. Nur ein Carcinoma in situ hatten lediglich 5 Patienten.

3.3.3.4. Multivariate Varianzanalyse

In dieser multivariaten Varianzanalyse war die Zielvariable das Testergebnis
des uCyt+-Tests. Die untersuchten Einflussvariablen waren das Vorhandensein
eines Tumors sowie alle untersuchten potenziellen Storfaktoren. Fir die
gemeinsame Berlcksichtigung aller 4 Faktoren konnte ein Patientenkollektiv
von n=660 Patienten herangezogen werden. In einem Effekt-Likelihood-
Verhéltnistest zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf das Testergebnis der
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Zytologie durch das Vorhandensein eines Tumors (p<0,001) und durch eine
Hamaturie (p=0,0001). Fir den Harnwegsinfekt und die mechanische
Manipulation konnte in dieser multivariaten Analyse kein signifikanter Einfluss

festgestellt werden.

Quelle Anzahl Freiheitsgrade |L-R Chi- Wahrsch.>Chiz2
Parameter Quadrat

Tumor ja/nein 1 1 105,000987 |<,0001

Hamaturie 1 1 14,7263523 |0,0001

HWI 1 1 0,02630483 (0,8712

mechan. Manipulation |1 1 3,75577202 |0,0526

Tab. 36: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fir uCyt+ bei
insgesamt 4 Freiheitsgraden

In einem zweiten Schritt wurde die Hamaturie aus der multivariaten Analyse
herausgenommen. Dann wurde eine erneute Varianzanalyse durchgefuhrt mit
den ubrigen 2 potenziellen Einflussfaktoren und dem Vorhandensein eines
Tumors. Hierbei stellte sich erwartungsgeman wiederum der Tumor als grof3ter
Einflussfaktor auf das Testergebnis dar (p<0,001). Zudem war nun ein

signifikanter Einfluss durch mechanische Manipulation festzustellen (p=0,0042).

Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chi
Parameter Quadrat 2

Tumor ja/nein 1 1 106,308659 |(<,0001

HWI 1 1 0,98051824 |0,3221

mechan. Manipulation |1 1 8,21350552 10,0042

Tab. 37: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fir uCyt+ bei
insgesamt 3 Freiheitsgraden

Nach einer weiteren Reduktion der untersuchten Einflussfaktoren wurde eine
Varianzanalyse allein fur die beiden Faktoren Harnwegsinfekt und
Vorhandensein eines Tumors durchgefuhrt. Auch hier zeigte sich kein

signifikanter Einfluss des Hernwegsinfekts auf den uCyt+-Test.
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Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chi?
Parameter Quadrat

Tumor ja/nein |1 1 122,208912 |<,0001

HWI 1 1 1,49698522 |0,2211

Tab. 38: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fur uCyt+ bei
insgesamt 2 Freiheitsgraden

3.3.4. NMP22

3.3.4.1. Einfluss einer Hamaturie auf das Testergebnis

Bei insgesamt 1169 Patienten konnte der Einfluss der Hamaturie auf das
Ergebnis des NMP22-Tests untersucht werden. Dabei wurde bei 872 (74,6%)
Patienten eine Hamaturie festgestellt, 297 (25,4%) Patienten hatten keine

Hamaturie.

3.3.4.1.1. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis des NMP22-Tests bei

Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 944 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 260 Patienten (27,5%) keine Hamaturie,
684 Patienten (72,5%) hatten eine Hamaturie.

Sowohl in der Gesamtgruppe aller Patienten ohne Tumor als auch in allen
Untergruppen war der Anteil der falsch-positiven Ergebnisse mit Hamaturie
deutlich groRRer als ohne Hamaturie. Unter allen Patienten ohne Tumor war der
NMP22-Test lediglich in 35,8% positiv, wenn keine Hamaturie bestand. Bei
Patienten mit Hamaturie betrug der Anteil falsch-positiver Ergebnisse 66,2%
(p<0,001).
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Haufigkeiten NMP 22 NMP 22
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % - .
Seile % B NNMP 22 positiv. BNMP 22 negativ
ele %
Hamaturie 167 93 260 100%
negativ 17,69 9,85 27,54
g 80%
41,96 17,03
64,23 35,77 60% +—
Hamaturie 231 453 684 20% -
positiv 24,47 47,99 72,46
58,04 82,97 20% +—
33,77 66,23
0% - T ]
398 546 944 B ) ) . ) o
4216 5784 Hamaturie negativ. Hamaturie positiv

Tab. 39: Kontingenztabelle von Abb. 37: Anteil der tumorfreien Patienten
Hamaturie nach NMP22 bei tumorfreien mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
Patienten: Angabe der absoluten NMP22 in Abhangigkeit von Hamaturie:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile

3.3.4.1.2. Einfluss der Hamaturie auf das Ergebnis des NMP22-Tests bei

Patienten mit Tumornachweis

Unter den 1169 untersuchten Patienten waren 225 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten 37
Patienten (16,4%) keine Hamaturie, 188 Patienten (83,6%) hatten eine

Hamaturie.

Hier zeigte sich in allen Gruppen ein entsprechendes Ergebnis wie bei
Patienten ohne Tumor, in gleicher Deutlichkeit. In der Gesamtgruppe aller
Patienten mit Tumornachweis war das Ergebnis des NMP22-Tests in 20,7%
falsch-negativ, wenn eine Hamaturie bestand. Ohne H&amaturie war das
Ergebnis des NMP22-Tests zu 54,0% falsch-negativ (p<0,001).
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Haufigkeiten NMP 22 NMP 22
Gesamt % negativ  |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) o
Seile % B NMP 22 negativ NMP 22 positiv
ele %
Hamaturie 20 17 37 100%
negativ 8,89 7,56 16,44
’ 80% 1/ 45,95
33,90 10,24 4
54,05 45,95 60% +—— 79,26
Hamaturie 39 149 188 40%
positiv 17,33 66,22 83,56
66,10 89,76 20% —J—
20,74 79,26
OL:VL‘I | T 1
59 166 225 " ) - . ) .
26 22 1378 Hamaturie positiv. Hamaturie negativ

Tab. 40: Kontingenztabelle von Abb. 38: Anteil der Patienten mit positivem
Hamaturie nach NMP22 bei Patienten mit bzw. negativem Ergebnis des NMP22 in
Tumor: Angabe der absoluten Patienten- Abhangigkeit von Hamaturie: Zahlen-
zahlen und der prozentualen Anteile angaben in Prozent

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=183) war der
Anteil falsch-negativer Ergebnisse bei Patienten mit Hamaturie bei 22,7% und
ohne Hamaturie bei 57,6% (p=0,0001). Ein muskelinvasives Karzinom hatten
hier nur 32 Patienten, nur einer davon hatte keine Hamaturie. In der Subgruppe

der Patienten nur mit Carcinoma in situ waren insgesamt lediglich 10 Patienten.

3.3.4.2. Einfluss eines Harnwegsinfekts auf das Testergebnis

Bei insgesamt 1169 Patienten konnte der Einfluss eines Harnwegsinfekts auf
das Ergebnis des NMP22-Tests untersucht werden. Dabei wurde bei 176
(15,1%) Patienten ein HWI festgestellt, 993 (84,9%) Patienten hatten keinen
HWI.

3.34.2.1. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des NMP22-

Tests bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 944 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Davon hatten 805 Patienten (85,3%) keinen

Harnwegsinfekt, 139 Patienten (14,7%) hatten einen Infekt.
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Bei allen Patienten ohne Tumor zeigte sich ein deutlicher Unterschied der
Testergebnisse abhangig vom Vorliegen eines HWI. In der Gesamtgruppe war
das Ergebnis des NMP22-Tests in 53,2% positiv sofern kein Harnwegsinfekt
vorlag. Bei Patienten mit Harnwegsinfekt war das Ergebnis des NMP22-Tests in
84,9% positiv (p<0,001).

Haufigkeiten NMP 22 NMP 22
Gesamt % negativ positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % - .
) B NMP 22 positiv. B NMP 22 negativ
Zeile %
HWI 377 428 805 100% -~ -
negativ 39,94 45,34 85,28
9 80%
94,72 78,39
46,83 53,17 60% —
HWI 21 118 139
40% +——
positiv 2,22 12,50 14,72
5,28 21,61 20% +—
15,11 84,89
0% - . 1
398 546 944 . -
HWI negativ HWI positiv
42,16 57,84

Tab. 41: Kontingenztabelle von HWI Abb. 39: Anteile der tumorfreien Patienten

nach NMP22 bei tumorfreien Patienten: mit positivem bzw. negativem Ergebnis des
Angabe der absoluten Patientenzahlen und NMP22 in  Abhangigkeit eines HWI:
der prozentualen Anteile Zahlenangaben in Prozent

In der Subgruppe der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=587) war bei
den Patienten ohne HWI das Ergebnis des NMP22-Tests in 54,7% positiv,
wahrend bei Patienten mit HWI 82,7% der Ergebnisse positiv waren (p<0,001).

Der deutlichste Unterschied zeigte sich in der Subgruppe der Patienten, die zur
Rezidivsuche kamen (n=357). Hier war bei den Patienten ohne Harnwegsinfekt
das Ergebnis des NMP22-Tests in nur 50,5% positiv, wahrend bei Patienten mit
HWI 87,5% der Ergebnisse positiv waren (p<0,001).
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3.3.4.2.2. Einfluss des Harnwegsinfekts auf das Ergebnis des NMP22-
Tests bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 1169 untersuchten Patienten waren 225 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon hatten
188 Patienten (83,6%) keinen HWI, 37 Patienten (16,4%) hatten einen Infekt.

Auch hier zeigte sich ein deutlicher Einfluss des Harnwegsinfekts auf das
Testergebnis. In der Gesamtgruppe aller Patienten mit Tumornachweis war das
Ergebnis des NMP22-Tests mit HWI in nur 8,1% falsch-negativ, wohingegen bei
Patienten ohne HWI das Ergebnis des NMP22-Tests zu 29,8% falsch-negativ
war (p=0,0032).

Haufigkeiten NMP 22 NMP 22
Gesamt % negativ |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) o
] B NMP 22 negativ NMP 22 positiv
Zeile %
HWI 56 132 188 100%
negativ 24,89 58,67 83,56
g 80%
94,92 79,52
70,21
29,79 70,21 60% — !
T 91,89
3 34 37
40% +——
positiv 1,33 15,11 16,44
5,08 20,48 20% +—
8,11 91,89 —__
0% 1 T 1
59 166 225 - _
HWI positiv HWI negativ
26,22 73,78

Tab. 42: Kontingenztabelle von HWI Abb. 40: Anteile der Patienten mit positivem
nach NMP22 bei Patienten mit Tumor: bzw. negativem Ergebnis des NMP22 in
Angabe der absoluten Patientenzahlen und Abhéangigkeit von HWI:  Zahlenangaben in
der prozentualen Anteile Prozent

In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=183) waren mit
HWI 11,5% der Ergebnisse falsch-negativ und ohne HWI 31,9% (p=0,0244).

In der Subgruppe der Patienten mit muskelinvasivem Tumor waren insgesamt
nur 32 Patienten. Davon hatten 9 Patienten einen HWI, bei allen zeigte sich ein

positives Testergebnis. Nur ein Carcinoma in situ hatten lediglich 10 Patienten.
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3.3.4.3. Einfluss von mechanischer Manipulation bei der Uringewinnung

auf das Testergebnis

Bei insgesamt 1201 Patienten konnte der Einfluss einer mechanischen
Manipulation bei der Urinentnahme auf das Ergebnis des NMP22-Tests
untersucht werden. Dabei wurde bei 832 (69,3%) Patienten die Urinprobe

invasiv, bei 369 (30,7%) Patienten nichtinvasiv entnommen.

3.3.4.3.1. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis des

NMP22-Tests bei Patienten ohne Tumornachweis

Es wurden 965 Patienten untersucht, bei denen histologisch kein Tumor
nachgewiesen wurde. Dabei waren 317 Proben (32,9%) nichtinvasiv gewonnen

worden, 648 Proben (67,2%) waren invasiv entnommen worden.

Sehr deutlich zeichnete sich auch hier in allen Gruppen der unterschiedliche
Anteil positiver Ergebnisse uber die mechanische Manipulation ab. Bei
Patienten ohne mechanische Manipulation war das Ergebnis des NMP22-Tests
lediglich in 29,0% falsch-positiv, wahrend bei Patienten mit mechanischer
Manipulation das Ergebnis des NMP22-Tests in 69,3% falsch-positiv war
(p<0,001).

Haufigkeiten NMP 22 [NMP 22
Gesamt % negativ  |positiv Patienten ohne Tumor
Spalte % . )
) B NNMP 22 positiv. BNMP 22 negativ
Zeile %
Keine mechan. 225 92 317 100% -
Manipulation 23,32 9,53 32,85 80% - .
53,07 17,01
60% —
70,98 29,02
Mit mechan. 199 449 648 40% +——
Manipulation 20,62 46,53 67,15 20% _-
46,93 82,99
0% - . 1
30,71 69,29 _ _
124 5a1 965 keme.mech.an, m|tmechqn,
Manipulation Manipulation
43,94 56,06
Tab. 43: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 41: Positives bzw. negatives Ergebnis
Manipulation nach NMP22 bei des NMP22 in Abhéangigkeit von mechan.
tumorfreien  Patienten: Angabe der Manipulation bei tumorfreien Patienten:

absoluten  Patientenzahlen und der Zahlenangaben in Prozent
prozentualen Anteile
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In den Subgruppen der Patienten, die zur Erstdiagnostik kamen (n=601) und
die zur Rezidivsuche kamen (n=364), war die Verteilung dementsprechend:
Ohne invasive Entnahme der Urinprobe war das Ergebnis des NMP22-Tests
lediglich in 31,3% (Erstdiagnostik) bzw. 25,9% (Rezidivsuche) positiv. Wurde
die Urinprobe invasiv gewonnen, so war der Anteil falsch-positiver Ergebnisse
bei 68,7% (Erstdiagnostik) bzw. 70,3% (Rezidivsuche) (jeweils p<0,001).

3.3.4.3.2. Einfluss von mechanischer Manipulation auf das Ergebnis des
NMP22-Tests bei Patienten mit Tumornachweis

Unter den 1201 untersuchten Patienten waren 236 Patienten, bei denen in der
histologischen Untersuchung ein Tumor nachgewiesen wurde. Davon waren 52
Proben (22,0%) ohne invasive Mal3Bhahmen, 184 Proben (78,0%) waren durch

invasive MaRnahmen gewonnen worden.

Bei allen Patienten mit Tumor stellte sich ein deutlicher Einfluss der
mechanischen Manipulation auf das Testergebnis dar: In der Gesamtgruppe
aller Patienten mit Tumor war das Ergebnis des NMP22-Tests falsch-negativ in
20,7% der Falle bei invasiver und 51,9% der Falle bei nicht-invasiver
Urinprobenentnahme (p<0,001).

Haufigkeiten NMP 22 NMP 22
Gesamt % negativ  |positiv Patienten mit Tumor
Spalte % ) -
) B NMP 22 negativ NMP 22 positiv
Zeile %
Keine mechan. 27 25 52 100%
Manipulation 11,44 10,59 22,03 o
80% 48,08
41,54 14,62 .
51,92 48,08 60% 1 79,35
Mit mechan. 38 146 184 40% +——
Manipulation 16,10 61,86 77,97 20% -
58,46 85,38 o J
20,65 79,35 0% - ' '
3 71 536 m|tmechqn, ohne.mech.an,
Manipulation Manipulation
27,54 72,46
Tab. 44: Kontingenztabelle von mechan. Abb. 42: Anteile der Patienten mit positivem

Manipulation nach NMP22 bei Patienten bzw. negativem Ergebnis des NMP22 in
mit  Tumor:  Angabe der absoluten Abhangigkeit von mechan. Manipulation:
Patientenzahlen und der prozentualen Zahlenangaben in Prozent

Anteile
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In der Subgruppe der Patienten mit oberflachlichem Tumor (n=190) zeigte sich
eine entsprechende Verteilung der Zahlen: mit mechanischer Manipulation bei
der Urinprobengewinnung waren 24,0% der NMP22-Tests falsch-negativ, bei
nichtinvasiver Urinentnahme waren es 57,5% (p<0,001). Ein muskelinvasives
Karzinom hatten hier lediglich 35 Patienten, fir diese wurde ein
dementsprechendes Ergebnis gefunden. In der Subgruppe der Patienten nur

mit Carcinoma in situ waren insgesamt nur 11 Patienten.

3.3.4.4. Multivariate Varianzanalyse

In dieser multivariaten Varianzanalyse war die Zielvariable das Testergebnis
des NMP22-Tests. Die untersuchten Einflussvariablen waren das
Vorhandensein eines Tumors sowie alle untersuchten potenziellen Storfaktoren.
Fur die gemeinsame Beriicksichtigung aller 4 Faktoren konnte ein
Patientenkollektiv von n=1140 Patienten herangezogen werden. Im Effekt-
Likelihood-Verhéltnistest zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf den NMP22-
Test durch alle 3 untersuchten Storfaktoren Hamaturie, Harnwegsinfekt und
auch mechanische Manipulation. Der p-Wert war dabei bei allen 3 Faktoren
p<0,001. Das Vorhandensein eines Tumors hatte ebenfalls einen Einfluss auf
das Testergebnis (p=0,0026).

Quelle Anzahl Freiheitsgrade L-R Chi- Wahrsch.>Chi?
Parameter Quadrat

Tumor ja/nein 1 1 9,07869963 |0,0026

HWI 1 1 34,4394064 |<,0001

Hamaturie 1 1 29,3644106 |<,0001

mechan. Manipulation |1 1 118,128646 |<,0001

Tab. 45: Ergebnisse der Effekt-Likelihood-Verhaltni  stests fir NMP 22 bei
insgesamt 4 Freiheitsgraden
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3.4. Gesonderte Betrachtung von Urinproben des ober  en
Harntrakt

Als eine Untergruppe des Gesamtkollektivs waren Datensatze eingegangen, bei
denen die Urinentnahme aus dem oberen Harntrakt erfolgt war (n=223). Fir die
Gruppe, bei der zusatzlich auch Informationen Uber die mechanische
Manipulation bei Entnahme vorlagen (n=29) wurde der Einfluss einer
mechanischen Manipulation auf das Ergebnis der jeweiligen Tests noch einmal

getrennt untersucht.

Fur die Zytologie konnten hierbei n=29 Patienten eingeschlossen werden.
Davon hatten 25 Patienten keinen Tumor. 3 Proben waren nichtinvasiv
gewonnen worden, bei keiner war das Testergebnis falsch-positiv (0%). Von
den 22 invasiv entnommenen Proben ergaben 13,6% ein falsch-positives
Ergebnis (p=0,6696). Von den 4 Patienten mit Tumor war nur bei einem
einzigen die Urinprobe nichtinvasiv. entnommen worden, hier war das

Testergebnis richtig-positiv.

In die Untersuchung des UroVysion-Tests fur Urinproben aus dem oberen
Harntrakt gingen 9 Patienten ein, davon hatten 8 keinen Tumor. Unter diesen 8
war nur bei einem einzigen Patienten die Urinprobe nichtinvasiv entnommen

worden, hier war das Testergebnis richtig-negativ.

Fur den uCyt+-Test konnte keine getrennte Untersuchung fur den oberen

Harntrakt durchgefiihrt werden, da hierzu keine Daten vorlagen.

Der NMP22-Test war nur bei 3 Patienten aus Urinproben des oberen Harntrakts

durchgeftihrt worden und konnte so ebenfalls nicht ausgewertet werden.
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4. Diskussion

4.1. Nichtinvasive Urindiagnostik

Die molekularen Urinmarkertests sind viel versprechende Biomarker sowohl fur
die Erstdiagnostik des Blasenkarzinoms als auch in der Rezidivsuche. Dennoch
sind sie bisher noch nicht in der klinischen Routine etabliert und wurden auch
noch nicht in die allgemeinen Empfehlungen der Guidelines der EAU
aufgenommen. Grund daflr ist, dass bisher nicht ausreichend grof3e Studien
zur Verfugung stehen und die vorhandenen Studien aufgrund unterschiedlicher
Cut-Off-Werte und Studienlayouts schwer miteinander vergleichbar sind
(Goebbel et al. 2008). Es gibt keine Standardprotokolle, welche Marker in
welchen Kombinationen und in welcher Situation medizinisch und 6konomisch

sinnvoll eingesetzt werden kdnnen (Budman et al. 2008).

Die in der Literatur berichteten Daten hinsichtlich Spezifitdt und Sensitivitat der
Tests differieren stark (Shariat et al. 2006a). Die vorliegende Arbeit soll
allerdings nicht die diagnostische Wertigkeit der Tests zum Thema haben,
sondern den potenziellen Einfluss von Storfaktoren auf das Testergebnis

untersuchen.

4.2. Urindiagnostik und potenziell Einfluss nehmend e
Parameter

Die Hauptprobleme in der nichtinvasiven Diagnostik des Harnblasenkarzinoms
sind nach wie vor die limitierte Wertigkeit der auf dem Markt angebotenen
Testverfahren und die mit ihnen verbundenen hohen Kosten (Stenzl et al.
2008). Der von den Kassen erstattete Betrag liegt derzeit bei 18,26€ fir die
Zytologie, 204,59€ fur einen UroVysion-Test, 195,59€ fur uCyt+ und 20,11€ fur
die Durchfihrung des NMP22-Tests. Fur eine Zystoskopie werden momentan
46€ gezahlt (Horstmann et al. 2009). Der Kostenvergleich zwischen den Tests
und der Zystoskopie ist jedoch schwierig, da die erstatteten Betrdge nicht
unbedingt die realen Kosten widerspiegeln und international grof3e

Unterschiede bestehen (Horstmann et al. 2009). Sowohl aus medizinischen als
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auch Okonomischen Grinden ware es dringend notwendig, dass die zur
Verfigung stehenden Tests nur dann angewandt werden, wenn ihr Einsatz
sinnvoll ist und durch sie relevante diagnostische Information gewonnen werden
kann. Dies bedeutet, dass flur jeden der Tests das zuldssige Einsatzgebiet
prazise definiert und eingegrenzt sein sollte, in dem er ein verlassliches

Ergebnis erbringen kann.

Die kritische Betrachtung der in dieser Arbeit untersuchten Parameter als Ein-
und Ausschlusskriterien der einzelnen Tests kann dieser Eingrenzung dienen.
Sie beleuchtet damit die Aussagefahigkeit der Tests vor dem Hintergrund der

erlaubten Einflussvariablen.

Von besonderer Bedeutung ist dabei, dass ein Patientenkollektiv ausgewertet
wird, das in demografischer Hinsicht exakt dem Kollektiv entspricht, fir das die
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms zur Anwendung gelangen soll. Folglich
sind die zu treffenden Aussagen weniger gltig fur ein Kollektiv entsprechend
der Gesamtbevdlkerung als mehr fir die Gruppe von Patienten, die zur

Abklarung eines Verdachts auf ein Blasenkarzinom vorstellig werden.

Dabei sind hauptsachlich die passende Alters- und Geschlechtsverteilung sowie
hier in besonderem MalRe der hohe Anteil der Patienten mit begleitender
Hamaturie oder Harnwegsinfekt von Bedeutung. Es sollten in der vorliegenden
Arbeit bei der Bewertung der Ergebnisse diejenige Subgruppe, die diesem

Kollektiv entspricht, vorrangig diskutiert werden.

Durch die Bildung weiterer Subgruppen im Rahmen der Auswertung der
Testergebnisse sind die resultierenden Ruckschlisse dann fur einzelne

speziellere Konstellationen gesondert geprtift worden.

4.3. Eigenschaften des Patientenkollektivs

4.3.1. Alters- und Geschlechterverteilung

Die Altersverteilung des untersuchten Kollektivs mit einem Durchschnittsalter

von 64,7 Jahren und einem Erkrankungsgipfel zwischen 52 und 77 Jahren
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entspricht den in der Literatur beschriebenen Altersverteilungen (Gupta et al.
2009). Das Harnblasenkarzinom gilt als eine Erkrankung des alteren Patienten,
wenngleich immer wieder Falle von sehr jungen Patienten vorkommen, so auch
im vorliegenden Kollektiv. Dabei ist ein genetischer Hintergrund zu vermuten
und es ist hier haufiger ein niedrigmaligner Verlauf zu beobachten (Gupta et al.
2009). Wild et al. berichten, dass genetische Aberrationen bei jungen Patienten

seltener festgestellt werden konnten als bei élteren Patienten (Wild et al. 2007).

Die Geschlechterverteilung des untersuchten Kollektivs entspricht mit einem
Verhédltnis von Mannern zu Frauen von 3:1 der typischen
Geschlechterverteilung bei Harnblasenkarzinomen (Kaufman et al. 2009). Als
Ursachen fir das deutlich haufigere Auftreten von Urothelkarzinomen bei
Mannern kann der hohere Anteil an Rauchern genannt werden (Gupta et al.
2009). Nikotinabusus hat als starkster Risikofaktor einen groRen Einfluss auf
die Entstehung von Harnblasenkarzinomen. Auch die berufliche Exposition
gegeniber Karzinogenen ist bei Mannern zu einem deutlich héheren

Prozentsatz vertreten (Gupta et al. 2009).

Bei Frauen wird zwar die Gesamtzahl der Erkrankten geringer berichtet als bei
Méannern, dafur wird hier allerdings ein im Vergleich schwererer Verlauf
beobachtet. Dies kbnnte zum einen daran liegen, dass bei Frauen neben einer
Hamaturie gynakologische Erkrankungen wie beispielsweise Uteruskarzinome,
Kolpitiden oder auch hormonelle Stérungen als Blutungsursache in Frage
kommen und die Differentialdiagnosen haufiger sind als Blasenkarzinome
(Cardenas-Turanzas et al. 2006). Damit wird die Diagnose eines
Harnblasenkarzinoms oft spater gestellt. Zum anderen kodnnte der Anteil
aggressiver Tumoren bei Frauen aufgrund genetischer Faktoren grundsatzlich

hoher sein als bei Mannern (McGrath et al. 2006).

4.3.2. Lokalisation und Tumorstadium

Bei insgesamt 23% der Patienten des Gesamtkollektivs wurde ein
Urothelkarzinom nachgewiesen. Dieser hohe Anteil entspricht in keiner Weise

dem epidemiologischen Vorkommen des Blasenkarzinoms in der
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Gesamtbevdlkerung, sondern spiegelt die gesonderte Betrachtung eines
Patientenkollektivs mit Verdacht auf Blasentumor wider. In die Auswertung
gingen auch Patienten ein, die in der Vorgeschichte bereits ein Urothelkarzinom
gehabt hatten und die im Rahmen der Rezidivdiagnostik untersucht wurden.
Aus diesem Teil des Patientenguts war ein besonders hoher Anteil an Tumor

tragenden Patienten zu erwarten.

Die Differenzierung der Tumoren nach ihrem Stadium ergab eine Verteilung von
75% oberflachlichen Tumoren zu 25% muskelinvasiven Tumoren. Dies
entspricht der allgemein beschriebenen Verteilung in den Guidelines der EAU
(Babjuk et al. 2008).

4.3.3. Auftreten von Hamaturie und HWI in Verbindun g mit einem

Harnblasenkarzinom

Im untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich ein Anteil der Patienten mit
Hamaturie von 74,8%. Dieser hohe Prozentsatz erklart sich dadurch, dass
gerade die bestehende Hamaturie in vielen Féallen der Grund fir einen
Tumorverdacht ist und die onkologische Abklarung hieraus resultiert. Es zeigt
sich jedoch, dass weniger als ein Viertel der Patienten mit Hamaturie und
Tumorverdacht ein Urothelkarzinom haben (24,3%). Dies entspricht der
Tatsache, dass fur eine Hamaturie eine breite Differentialdiagnostik in Frage

kommt.

Bei der Betrachtung allein der tumortragenden Patienten fallt auf, dass der
Anteil von Patienten mit Hamaturie mit dem Tumorstadium steigt. Grund daftr
kann sein, dass invasive Tumoren gesundes Gewebe zerstbéren und auch

zufihrende Gefal3e arrodieren, aus denen dann vermehrte Blutungen auftreten.

Obwohl der Anteil von Patienten mit Harnwegsinfekt bei Patienten mit Tumor
dem Anteil bei Patienten ohne Tumor entsprach (18,3%), war das Vorliegen
eines Harnwegsinfekts abhangig vom Tumorstadium. Uber ein Drittel (33,8%)
der Patienten mit invasivem Karzinom hatten einen HWI. Ein Grund dafur

konnte sein, dass ein Teil der Harnwegsinfekte tumorassoziiert ist.
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Moglicherweise werden in bestimmten Tumoren Faktoren — beispielsweise
S100A8, ein ,chemoattractant” - verstarkt exprimiert, die in normalem Urothel
nicht vorkommen und die eine Entzindungsreaktion auslosen und selbst

unterhalten kénnen (Tolson et al. 2006; Hiratsuka et al. 2008).

4.4. Diagnostik mittels Harnmarkertests

Im Vergleich zur Zystoskopie, dem Goldstandard der Diagnostik des
Harnblasenkarzinoms, liegen die Vorteile der Urinmarkerdiagnostik in der
einfachen und vor allem nichtinvasiven Gewinnung von Probenmaterial.
Dennoch muss im Rahmen der klinisch Ublichen Diagnostik in
unterschiedlichem Mald mit einer mechanischen Manipulation bei der
Uringewinnung gerechnet werden, beispielsweise durch das Legen eines

Blasenkatheters.

4.4.1. Invasivitat der Urinprobenentnahme

Mit 65,1% ist der Anteil der invasiv enthommenen Urinproben im gesamten
Untersuchungskollektiv relativ hoch. Um einem bestehenden Tumorverdacht
nachzugehen wurde in vielen Féllen eine Zystoskopie durchgefuhrt, im Rahmen
derer dann Urinproben fur die Biomarkerbestimmung entnommen wurden.
Diese Charakteristik des vorliegenden Patientenkollektivs muss berucksichtigt
werden, wenn der Einsatz der Urinmarker in der Praxis evaluiert werden soll
und hier hauptsachlich nichtinvasiv gewonnene Urinproben zur Verfigung
stehen. Fir diesen Fall sollten vorrangig nur die Auswertungen der Subgruppen

mit nichtinvasiver Urinentnahme beachtet werden.

4.4.2. Harnmarkertests

Die Urinzytologie wurde im Untersuchungszeitraum mit Abstand am haufigsten
durchgefuhrt. Sie ist eine anerkannte Methode, die fester Bestandteil der
klinischen Routine ist. Zudem ist sie mit geringen Kosten verbunden. Im
Gegensatz dazu sind die anderen Biomarkertests apparativ aufwandig und
deutlich teurer. Dass sie seltener eingesetzt wurden mag auch daran liegen,
dass ihr Einsatz bisher nicht in der Routinediagnostik des Harnblasenkarzinoms

verankert ist.
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Die Verbreitung des NMP22-Test und des UroVysion-Test ist mittlerweile
gestiegen, mit 57,9% und 52,1% wurden sie bei Uber der Hélfte der Patienten
eingesetzt. Der uCyt+-Test ist der neueste unter den Tests, er wurde erst 1997
entwickelt. In der vorliegenden Studie wurde er dementsprechend am

seltensten durchgefuhrt.

4.5. Zusammenhang der Einflussparameter mit den

Ergebnissen der Urintests

4.5.1. Einfluss einer Hamaturie auf das Testergebni s

45.1.1. Zytologie

In der Befundung der zytologischen Pr&parate wird nur die Morphologie
urothelialer Zellen betrachtet, im Praparat vorhandenes Blut sollte das Zellbild
der Urothelien nicht verandern. Aus diesem Blickwinkel dirfte eine bestehende

Hamaturie eigentlich keinen Einfluss auf das Ergebnis der Urinzytologie haben.

Im untersuchten Patientenkollektiv fanden sich erstaunlicherweise wesentlich
mehr falsch-positive Ergebnisse bei Patienten mit Hamaturie als ohne
Hamaturie. Der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war signifikant.
Dabei fiel auf, dass dies in besonderem Mal3e fir solche Patienten gilt, die zur
Rezidivsuche kamen. Bei den Patienten zur Erstdiagnostik konnte kein
Unterschied festgestellt werden. In der Gruppe der tumortragenden Patienten
zeigte sich wiederum ein signifikanter Unterschied: Bei Patienten ohne
Hamaturie war das Ergebnis deutlich haufiger falsch-negativ als mit Hamaturie.
Eine Hamaturie scheint also vor allem dann Einfluss auf die zytologische
Befundung zu haben, wenn ein Tumor aktuell vorliegt oder in der Vorgeschichte

beschrieben war.

Eine Erklarung der Ergebnisse in der Rezidivdiagnostik kdnnte sein, dass bei
solchen Patienten im Zeitraum vor der Testdurchfihrung teilweise bereits
intravesikale Therapien durchgefuhrt worden waren (BCG-Instillationen,
Mitomycin-Therapie,...). Diese Einflisse konnten Uber eine lIrritation des
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Urothels sowohl die Hamaturie bewirken als auch fir eine veranderte
Zellmorphologie verantwortlich sein, was in falsch-positiven Ergebnissen
resultieren kann. Dieselbe Erklarung ist denkbar bei Patienten, die invasiven

Untersuchungen oder operativen Therapien unterzogen worden waren.

45.1.2. UroVysion

Theoretisch dirfte eine Hamaturie keinen Einfluss auf das Testergebnis des
UroVysion haben, da in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung lediglich
chromosomale Aberrationen in Zellkernen untersucht werden. Da reife
Erythrozyten keine Zellkerne haben, kbénnen sie auch keine Verfalschung des
Testergebnisses bewirken. Allerdings konnen bei aktivierten Urothelien
gelegentlich chromosomale Aberrationen vorkommen, die dann méglicherweise
auf den UroVysion-Test Einfluss nehmen koénnten (Veeramachaneni et al.
2003).

In der vorliegenden Arbeit bestatigte sich die potenzielle Moglichkeit, dass bei
Patienten mit Hamaturie ein erhohter Anteil falsch-positiver Testergebnisse
auftreten konnte, nicht. Auch zeigt sich bei Patienten ohne Hamaturie keine
Erhéhung der falsch-negativen Ergebnisse. Durchgehend und in allen
untersuchten Kollektiven scheint also eine Hamaturie keinen Einfluss auf das

Testergebnis des UroVysion zu haben.

4.5.1.3. uCyt+/ImmunoCyt

Weder der Tumormarker CEA noch Mucin durfte aufgrund einer Hamaturie im
Urin erhdht sein, da beide Marker als spezifische Tumorantigene von

Urothelkarzinom-Zellen beschrieben werden.

Uberraschenderweise war dennoch in der Gesamtgruppe und auch in allen
Subgruppen die Testergebnisse dann deutlich haufiger falsch-positiv, wenn
eine Hamaturie bestand. Parallel dazu waren bei Patienten, die keine
Hamaturie hatten, vermehrt falsch-negative Testergebnisse zu verzeichnen. In
allen Auswertungen zeigte sich damit eine Beeinflussung des Testergebnisses

durch die Hamaturie.
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Da der uCyt+-Test eng mit der Urinzytologie zusammenhéangt, ja sogar nur in
Kombination mit dieser auf dem Markt zugelassen ist, ist es denkbar, dass hier
dieselben Grinde fur die falsch-positiven und falsch-negativen Testergebnisse
verantwortlich sind. Die spezifischen nachzuweisenden Tumorantigene dirften

nicht erhoht sein aufgrund einer Hamaturie.

4.5.1.4. NMP22

Theoretisch sollte NMP22 als Transkriptionsfaktor im Urin durch eine Hamaturie
nicht erhdht sein. Atsu et al. konnten jedoch in einer experimentellen Studie an
82 Patienten einen Einfluss der Hamaturie auf das Testergebnis nachweisen,
wobei die Hamaturie durch Zugabe von Eigenblut zur Urinprobe simuliert
worden war (Atsi et al. 2002). Dennoch ist die Hamaturie nicht als
Ausschlusskriterium definiert fir diesen Test, es liegen auch bisher keine Daten

von groReren Patientenkollektiven zum Einfluss einer Hamaturie vor.

In dieser Arbeit hatte die Fraktion der Patienten mit Hamaturie deutlich haufiger
ein falsch-positives Testergebnis. Entsprechend waren bei Patienten ohne
Hamaturie vermehrt falsch-negative Ergebnisse vorhanden. Der Einfluss der
Hamaturie stellte sich in allen Subgruppen als so stark dar, dass dabei die
Frage aufkommt, welchen diagnostischen Wert die Durchfiihrung des NMP22-

Tests bei Patienten mit Hamaturie haben kann.

Da Erythrozyten keine Zellkerne enthalten kénnen sie auch keine Erhéhung des
in der Probe vorhandenen NMP22 bewirken. Andere Erklarungsmdglichkeiten
fur diese Ergebnisse kommen stattdessen in Frage: Erythrozytare
Membranfaktoren konnten in einer Kreuzreaktion ebenfalls durch den Test
erkannt werden (Telen und Kaufman, 1998). Oder es gelangen trotz Filterung
Erythrozyten in die Probe, die photospektrometrisch gemessen wird, und
bewirken hier einen Farbunterschied (Burtis 1987). Eine weitere
Erklarungsmadglichkeit ware, dass Serumproteine fur die erhéhten Werte

verantwortlich sind (Atsu et al. 2002).
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4.5.2. Einfluss eines Harnwegsinfekts auf das Teste  rgebnis

45.2.1. Zytologie

Im Gegensatz zur Hamaturie liegt ein potenzieller Einfluss des Harnwegsinfekts
auf die zytologische Befundung eher nahe, da die entzindlich veranderten

Urothelien in ihrer Morphologie verandert sind (Savic et al. 2009).

45.2.1.1. Falsch-positive und falsch-negative Testergebnisse

Es wurden wesentlich mehr Patienten falsch-positiv befundet, wenn sie einen
Harnwegsinfekt hatten. Bei den falsch-negativen Testergebnissen zeigte sich
dagegen kein Unterschied zwischen den Patienten mit Harnwegsinfekt oder
ohne — im Gegensatz zu den Verhéaltnissen bei Hamaturie. Ein Einfluss des
Harnwegsinfekts auf die Zytologie stellt sich hier also nur in der Erh6hung der
falsch-positiven Ergebnisse dar.

45.2.1.2. Potenziell tumorbedingter HWI und dessen Auswirkungen auf
die Tests

Wahrscheinlich erzeugt der Harnwegsinfekt mit aktivierten Urothelien ein
morphologisches Bild in der zytologischen Befundung, das dem Bild eines
Tumors sehr ahnlich ist. Dies kénnte die gehéauften falsch-positiven Ergebnisse
ebenso erklaren, wie die Tatsache, dass bei vorhandenem Tumor keine
gehauften falsch-negativen Ergebnisse entstehen. Dass in den beiden
Untergruppen ,Erstdiagnostik’ und ,Rezidivsuche* kein signifikanter Unterschied
vorlag — im Gegensatz zur Gesamtgruppe, die die Summe der beiden
Untergruppen war -, kbnnte daran liegen, dass hier schlicht die Fallzahlen
kleiner waren und deshalb keine Signifikanz herausgebildet wurde. Dafur

spricht der dennoch relativ niedrige p-Wert von 0,0861.

Eine andere Erklarung fur falsch-positive und falsch-negative Testergebnisse
ware die Moglichkeit eines tumorbedingten Harnwegsinfekts. Tolson et al.
berichten Uber verschiedene Faktoren wie das Protein S100A8, das massiv
verstarkt in Urothelkarzinom-Zellen nachgewiesen werden konnte und das mit

Entzindungsreaktionen assoziiert ist (Tolson et al. 2006). Die Mdglichkeit
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besteht, dass diese tumorassoziierten Faktoren fur die Entwicklung des

Harnwegsinfekts verantwortlich sind.

45.2.2. UroVysion

Entsprechend der Hamaturie ist auch fir den Harnwegsinfekt eine
Beeinflussung des FISH eher unwahrscheinlich. Dennoch wére ein Einfluss auf
das Testergebnis durch chromosomale Aberrationen in entzindlich veranderten

Urothelien potenziell moglich.

In der Auswertung der Daten zeigte sich kein signifikanter Anstieg des Anteils
falsch-positiver Ergebnisse in Zusammenhang mit dem Vorliegen eines
Harnwegsinfekts. Auch bei Patienten ohne HWI war der Anteil falsch-negativer
Tests nicht erhoht. Der UroVysion-Test scheint also durch Harnwegsinfekte

nicht beeinflusst zu werden.

4.5.2.3. uCyt+

Vom Hersteller DiagnoCure ist die Anwendung des uCyt+-Tests bei Patienten
mit Harnwegsinfekt nicht beschrankt. Dennoch wurden in mehreren Studien
zum uCyt+-Test Patienten mit HWI ausgeschlossen, da eine Beeinflussung des
Testergebnisses vermutet wurde (Greene et al. 2006, Toma et al. 2004, Soyuer
et al. 2009). Ob dieser tatsachlich einen Einfluss auf das Testergebnis hat, ist
bisher jedoch nicht belegt. Eine Erhéhung von CEA durch die Inflammation ist
wenig wahrscheinlich. Das nachzuweisende Mucin kdnnte dagegen durchaus
erhoht sein im Rahmen eines Infekts.

Als Ergebnis dieser Untersuchung lasst sich festhalten, dass bei Patienten mit
Harnwegsinfekt die Rate falsch-positiver Ergebnisse nicht erhéht ist. Die Anzahl
der falsch-negativen Ergebnisse ist bei Patienten ohne HWI ebenfalls nicht
erhoht. Der Harnwegsinfekt scheint also keinerlei Einfluss zu haben auf das

Testergebnis.

Das tumorassoziierte Mucin unterscheidet sich moglicherweise von dem

inflammatorisch bedingten Mucin so stark, das dieses durch den Test nicht
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erkannt wird. In Folge dieser Ergebnisse kann diskutiert werden, ob ein
Harnwegsinfekt tatsachlich als Ausschlusskriterium fir den uCyt+-Test

gerechtfertigt ist.

45.2.4. NMP22

Fur den NMP22-Test werden vom Hersteller Matritech mogliche erhohte Werte
bei massiven Harnwegsinfekten beschrieben. Sharma et al. berichteten 1999
eine Erhéhung der falsch-positiven Testergebnisse durch einen Infekt.
Allerdings war dieser Einfluss im Gegensatz zu anderen Storfaktoren gering
und wurde deshalb als ,relatives Ausschlusskriterium® gewertet (Sharma et al.
1999). Atsu et al. sahen 2002 keinen Einfluss auf das Testergebnis bei
Patienten mit Tumor, sehr wohl aber bei tumorfreien Patienten (Atsu et al.
2002). In einer groRen Studie mit 1331 Patienten zeigte sich bei Grossman et
al. eine Verringerung der Spezifitat durch einen HWI von 90% auf 77,6%
(Grossman et al. 2005) — allerdings fur den Schnelltest , NMP22 bladder check'.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei Patienten mit HWI eine sehr starke
Haufung falsch-positiver Ergebnisse. Parallel dazu war bei Patienten ohne
Harnwegsinfekt die Erhdhung der Rate falsch-negativer Ergebnisse signifikant.
Der Harnwegsinfekt scheint also einen gewichtigen Einfluss auf das
Testergebnis zu haben. Ursachlich kann hier vermutet werden, dass NMP22

aus den Zellkernen der Leukozyten in die Messung mit eingeht.

4.5.3. Einfluss von invasiver Uringewinnung auf das Testergebnis

45.3.1. Kinetik der Auswirkungen mechanischer Manipulation

Fur die mechanische Manipulation bei der Uringewinnung ist zu bedenken,
dass die Auswirkung auf einen Test zeitlich engen Grenzen unterliegt. Innerhalb
der - meist kurzen - Zeitspanne vom Beginn der mechanischen
Beeintrachtigung des Urothels bis zur Gewinnung des diagnostischen Urins
misste der Einfluss auf die im Test detektierten Eigenschaften erfolgt sein. Dies

gilt selbstverstandlich fur alle Urinmarkertests.
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4.5.3.2. Zytologie

Es ist nicht anzunehmen, dass eine invasive Urinentnahme die Morphologie der
Zellen so schnell verdndern kann, dass sich dies in der zytologischen
Befundung auswirkt. Allerdings liegen UUber die Geschwindigkeit der

Veranderungen von Zellen auf mechanische Manipulation keine Daten vor.

Interessanterweise zeigen Zytologien nach invasiver Urinentnahme in der
vorliegenden Studie wesentlich haufiger falsch-positive Ergebnisse. Besonders
ausgepragt scheint der Einfluss in der Subgruppe der Patienten zur
Rezidivsuche zu sein, wahrend in der Erstdiagnostik kein signifikanter
Unterschied gesehen werden konnte. Nichtinvasiv gewonnene Proben waren
dagegen nicht wesentlich haufiger falsch-negativ als invasiv gewonnene

Proben.

Es sieht so aus, dass der Zeitraum des operativen Eingriffs doch ausreicht fur
eine morphologische Veranderung der Urothelzellen. Diese Modifikation des
Zellbildes scheint tumorahnlich zu sein. Dass der Effekt in der Rezidivdiagnostik
besonders ausgepragt ist, kann mit einer wahrscheinlichen friheren
mechanischen Irritation des Urothels zusammenhé&ngen. Dies entspricht auch
den Ergebnissen von Savic et al., die nach intravesikaler Therapie gehéauft
falsch-positive Ergebnisse in der Urinzytologie beobachtet haben (Savic et al.
2009).

4.5.3.3. UroVysion

Fur eine Beeinflussung des UroVysion-Tests muissten sich im Rahmen des
invasiven Eingriffs Anderungen auf chromosomaler Ebene ergeben. Analog
zum Umbau der Zellmorphologie durch invasive Mal3hahmen ist eine solche
Veranderung in kurzer Zeit eher unwahrscheinlich, wobei auch hier keine

Angaben Uber die Geschwindigkeit vorliegen.

Interessanterweise sind in der Auswertung der Daten Urinproben aus invasiver
Uringewinnung haufiger falsch-positiv. Dies gilt allerdings nur und in

besonderem MalRe fur Patienten, die zur Rezidivdiagnostik kommen.
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Bemerkenswert ist auch das dementsprechende Ergebnis in der Gruppe der
Patienten mit Tumor, in der bei nichtinvasiver Urinenthahme deutlich haufiger

falsch-negative Ergebnisse statiert wurden.

Bei Patienten mit Vorgeschichte sind - im Gegensatz zu Patienten, die zur
Erstdiagnostik kommen - aufgrund von diagnostischen und therapeutischen
Eingriffen bereits veranderte Epithelien vorhanden. Mdglich ware nun, dass
diese bereits vorhandenen, verdnderten Epithelzellen durch die invasive
Urinentnahme besonders zahlreich in die Probe gelangen, sei es durch

Spulung, Abschilferung oder auch assistiertes Abschilfern.

Eventuell gelangen auf diese Weise auch maligne Zellen in die Urinprobe, die
von einem in der Zystoskopie noch nicht erkennbaren Tumor stammen. Damit
konnte die erhohte Rate falsch-positiver Ergebnisse mit einer zeitlich friiheren
Erkennung von Tumoren als in der zystoskopischen Kontrolle in

Zusammenhang stehen.

4.5.3.4. uCyt+

Fur einen bestimmten Anteil der invasiv enthommenen Urinproben rat der
Hersteller des uCyt+ von der Anwendung des Tests ab. So ist die
Testdurchfiihrung aus Blasenspulurin und aus Katheterurin nicht empfohlen. Ob
das Testergebnis tatsachlich durch die Manipulation beeinflusst wird, wurde laut

der vorliegenden Quellen bisher nicht untersucht.

Es zeigt sich, dass bei invasiv entnommenen Urinproben der Anteil falsch-
positiver Ergebnisse deutlich erhoht ist. Eine stark erhdhte Rate falsch-
negativer Ergebnisse sieht man dementsprechend bei nichtinvasiv
entnommenen Proben. In beiden Fallen scheint die Invasivitat der
Probenentnahme also einen deutlichen Einfluss auf das Testergebnis des

uCyt+ zu haben.

Die Ursache davon kénnte — analog der Zytologie — in einer morphologischen

Verdnderung des Urothels durch die Manipulation liegen. Dass die
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Tumorantigene CEA und Mucin durch die invasive Urinentnahme erhéht sein

kdnnten ist aulRerst unwahrscheinlich.

4.5.3.5. NMP22

Die Auswirkungen einer mechanischen Manipulation auf den NMP22-Test
wurden bereits von Sharma et al. untersucht — hier wurde ein Einfluss auf das
Testergebnis festgestellt. Allerdings gingen in die Analyse nur insgesamt 15
Patienten ein (Sharma et al. 1999), die Aussagekraft der Studie ist damit
eingeschrankt. Die Studie von Ponsky et al. zeigt ahnliche Ergebnisse in einem
Kollektiv von 49 Patienten (Ponsky et al. 2001). Aus einem grof3eren Kollektiv
gibt es bisher keine Daten. Dennoch gilt die invasive Urinentnahme als relatives
Ausschlusskriterium fir den NMP22-Test — vom Hersteller wird in diesem Fall
vor erhbhten Werten gewarnt. Denkbar ware, dass ein erhdhter Zellumsatz in
der Folge mechanischer Manipulation eine erhdhte Freisetzung von NMPs
bewirkt (Poulakis et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit war der Anteil falsch-positiver Tests enorm erhdht,
wenn die Urinprobe invasiv enthommen worden war. Ebenso war bei
nichtinvasiver Urinentnahme die Rate falsch-negativer Ergebnisse deutlich
hoher. Der Einfluss einer mechanischen Manipulation auf das Testergebnis des

NMP22 scheint damit sehr gro3 zu sein.

Die Beeinflussung des Testergebnisses steht wahrscheinlich in Zusammenhang
mit einem erhdhten Zellumsatz nach einer mechanischen Manipulation. Fur den
Einsatz bei Neoblasen wurde festgestellt, dass hier innerhalb des
gastrointestinalen Zellverbands ein hoherer Zellumsatz stattfindet und dass dies
zu erhéhten NMP22-Werten fuhrt (Sharma et al. 1999). Mdglicherweise gilt

dieselbe Erklarung fur die invasive Probenentnahme.

4.6. Wechselwirkungen der Faktoren

Die Ergebnisse multivariater Analysen beschreiben den Zusammenhang
beziehungsweise die Unabhangigkeit der verschiedenen Faktoren mittels
gemeinsamer Betrachtung. In der vorliegenden Arbeit wurde auch das Kriterium
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,Tumor/kein Tumor’ mit in die multivariate Analyse einbezogen. So konnte
nachgewiesen werden, ob ein Faktor - unabhéngig von der An- oder
Abwesenheit eines Tumors - noch signifikanten Einfluss auf das Testergebnis
hat.

4.6.1. Wechselwirkungen der Faktoren auf die Zytolo  gie

In der multivariaten Analyse zeigt sich fur die Zytologie erwartungsgemal das

Kriterium ,Tumor/kein Tumor‘ als signifikanter Einfluss auf das Testergebnis.

Von den in den Kontingenzanalysen unabhangigen Einflussfaktoren bleibt bei
gemeinsamer Betrachtung lediglich die Hamaturie als unabhangiger
signifikanter Einfluss auf die zytologische Befundung Ubrig. Eine Hamaturie
wirkt sich also unabhangig vom Vorhandensein eines Tumors immer auch auf
das Testergebnis aus und sollte dementsprechend in der Bewertung des

Ergebnisses berucksichtigt werden.

Erst nach sukzessivem Reduzieren der gemeinsam betrachteten Faktoren zeigt
sich der Einfluss des Harnwegsinfekts, schliel3lich bleibt als geringster

Einflussfaktor die mechanische Manipulation tbrig.

4.6.2. Wechselwirkungen der Faktoren auf den UroVys ion-Test

Auch fur den UroVysion-Test zeigte sich in der multivariaten Analyse
erwartungsgemall das Tumorhaben als signifikanter Einfluss auf das

Testergebnis.

Der einzige in den Kontingenzanalysen unabhéngige Einflussfaktor - die
mechanische Manipulation bei Urinprobenentnahme - wies bei der multivariaten
Betrachtung keinen unabh&ngigen signifikanten Einfluss mehr auf. Keiner der
drei untersuchten Faktoren scheint also relevanten Einfluss auf den UroVysion-

Test zu haben.

4.6.3. Wechselwirkungen der Faktoren auf den uCyt+-  Test

Unabhangige Einflisse auf das Testergebnis bilden in der multivariaten Analyse

das Kriterium ,Tumor/kein Tumor‘ und der Storfaktor Hamaturie. Auch hier ist
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der Einfluss der Hamaturie auf das Testergebnis signifikant und unabhangig
vom Tumorhaben und sollte entsprechend bertcksichtigt werden. Erst in der
Reduktion der Einflussparameter zeigt sich die mechanische Manipulation als

Einflussfaktor auf das Testergebnis.

Obwohl der Harnwegsinfekt als relatives Ausschlusskriterium fir den uCyt+-
Test gehandelt wird, zeigt er in der gemeinsamen Betrachtung aller Faktoren
keinerlei Einflussnahme auf das Testergebnis — auch nicht, wenn sukzessive

alle anderen Einflisse aus der Betrachtung entfernt werden.

4.6.4. Wechselwirkungen der Faktoren auf den NMP22-  Test

In der multivariaten Analyse stellt sich ein Bild dar, das aus den einzelnen
Kontingenzanalysen bereits zu ahnen war: Neben dem Einfluss des Faktors
,Jumor/kein  Tumor* sind in der gemeinsamen Betrachtung alle drei
untersuchten Storfaktoren signifikante unabhangige EinflussgroRen auf das
Testergebnis des NMP22-Tests. Alle drei Stdrfaktoren haben hier ein
Signifikanzniveau von p<0,001. Sofern die Storfaktoren nicht als
Ausschlusskriterien fur den NMP22 definiert werden, muss die Frage gestellt
werden, in wie weit das Testergebnis also noch aussagefahig ist fur das

Vorhandensein eines Tumors. Dieser ware dann nur ein Faktor unter Vielen.

4.7. Limitationen der vorliegenden Arbeit

4.7.1. Patientenkollektiv

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientenkollektiv entspricht in
seiner Zusammensetzung nicht der Normalbevolkerung. Durch die Einweisung
der Patienten aufgrund eines bestehenden Tumorverdachts ergab sich ein Bias
mit einer Haufung tumortragender Patienten. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse und Ruickschlisse gelten folglich  weniger fur die
Gesamtbevdlkerung, sondern vor allem fur ein Kollektiv von Patienten mit

Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom.
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Bedingt durch die Tatsache, dass die Studie an einer Universitatsklinik
durchgefuhrt wurde, ist der Anteil der Patienten zur Rezidivdiagnostik relativ
hoch. Im Vergleich mit dem normalen Patientenkollektiv einer Praxis ist diese

Patientengruppe Uberreprasentiert.

4.7.2. Potenzieller untersucherabhangiger Einfluss

In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass die Auswertung mancher der
untersuchten Tests einem gewissen subjektiven Einfluss durch den
Untersucher unterliegt. Dies gilt in besonderem Male fir die Zytologie, aber
auch fur den UroVysion und den uCyt+-Test (Lokeshwar et al. 2005). Wenn im
Moment der mikroskopischen Befundung bekannt ist, mit welcher Fragestellung
die  Untersuchung durchgefihrt wurde, koénnte dies zu einem
untersucherabhangigen Bias der Befundung fuhren. So ist denkbar, dass der
Befundende eher geneigt ist, einen Test positiv zu werten, wenn er weil3, dass
bei diesem Patienten bereits in der Vorgeschichte ein Tumor diagnostiziert

worden watr.

Eine andere potenzielle Fehlerquelle liegt in der zwar hohen aber nicht
100%igen Sensitivitdt der Zystoskopie. Insbesondere fir den UroVysion-Test
wird diskutiert, ob falsch-positive Testergebnisse maoglicherweise durch
vorhandene Tumoren bedingt sein kénnten, die jedoch noch so klein sind, dass
sie in der Zystoskopie nicht erkannt werden (Campos-Fernandes et al. 2007).
Dies konnte eine erhohte Rate falsch-positiver Ergebnisse in der
Rezidivdiagnostik erklaren, da gerade hier die Wahrscheinlichkeit relativ hoch
ist, dass ein Tumor vorhanden ist. Dieser prognostische Aspekt der Diagnostik
mittels Urinmarker wird innerhalb unserer Arbeitsgruppe an anderer Stelle

untersucht werden.
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5. Schlussfolgerung

Ein Teil der Riuckschliisse aus den Ergebnissen dieser Arbeit soll eine kritische
Betrachtung der bisherigen Ausschlusskriterien der untersuchten Tests sein.
Dies gilt vor allem fir den uCyt+ und den NMP22, da fir diese beiden Tests —
iIm Gegensatz zur Zytologie und zum UroVysion — mehrere Ausschlusskriterien
definiert sind und auch manche der untersuchten méglichen Stoérfaktoren zu
diesen Kriterien zahlen. Desweiteren kann anhand der gewonnenen Daten eine
Bewertung der Tests fur die unterschiedlichen Anwendungssituationen gewagt
werden. Dabei steht allerdings allein die Beeinflussbarkeit durch die
untersuchten Storfaktoren im Mittelpunkt. Uber die Sensitivitit und Spezifitat
der Tests kdonnen aus der vorliegenden Arbeit keine Rickschlisse gezogen

werden.

5.1. Kritische Betrachtung bisheriger Ausschlusskr iterien

5.1.1. Zytologie

Fur die Urinzytologie ist bisher keiner der untersuchten potenziellen
Storfaktoren als Ausschlusskriterium definiert gewesen. In den Ergebnissen
dieser Arbeit stellt sich lediglich die Hamaturie als relevanter Einflussfaktor dar.
Da aber gerade die Hamaturie meist erst die Ursache einer diagnostischen
Abklarung ist, wirde es wenig Sinn machen, diese als ausschliel3endes
Merkmal zu definieren. Im Gegenzug kann aber gesagt werden, dass ein
positives Ergebnis der Zytologie gerade dann besonders aussagekraftig ist,

wenn keine Hamaturie besteht.

5.1.2. UroVysion

In der Gebrauchsanleitung des TestKits fur den UroVysion sind keine

Ausschlusskriterien explizit dargestellt.

In dieser Untersuchung zeigt sich eine Beeinflussung des Testergebnisses
durch die invasive Urinprobenenthahme. Im Sinne einer sinnvollen

Kostenreduktion ware die Uberlegung angebracht, ob die mechanische
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Manipulation als Ausschlusskriterium fir den UroVysion-Test definiert werden
sollte.

5.1.3. uCyt+

Vom Hersteller DiagnoCure ist fur die Anwendung des uCyt+-Tests keiner der
untersuchten Storfaktoren als Ausschlusskriterium definiert, abgeraten wird von
einer Anwendung bei invasiv entnommenen Urinproben. In vielen Studien
wurden Patienten mit Harnwegsinfekt sowie invasiv entnommene Urinproben
von der Untersuchung ausgeschlossen (Drapier et al 2003, Soyuer et al. 2009),

vermutlich aufgrund der potenziellen Testbeeinflussung.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse bestétigt sich der Ausschluss von
invasiv entnommenen Urinproben von der Testdurchfiihrung. Die Wertigkeit der
Testergebnisse ist in diesen Fallen eingeschrankt, da sie von den Storfaktoren
beeinflusst sind. Dasselbe gilt fir Patienten mit Hamaturie — wobei analog zur
Zytologie diese wohl kaum als Ausschlusskriterium definiert werden kann. Bei
Patienten mit Harnwegsinfekt ist ein Ausschluss vom Test unbegrindet, hier

sind keine Stérungen zu sehen.

5.1.4. NMP22

Fur den NMP22-Test gibt der Hersteller Matritech an, dass gewisse
Einschrankungen beachtet werden mussen, darunter fallt auch ein Teil der hier
untersuchten Storfaktoren. Fir Patienten mit Harnwegsinfekt soll die
Testdurchfihrung nach eigenem Ermessen abgewagt werden. Innerhalb von 14
Tagen nach einer Zystoskopie oder einer Katheterisierung wird ebenfalls vor
erhohten Werten gewarnt. Fur die Hamaturie wird angegeben, dass bei einer

Blutbeimengung von bis zu 1% Vollblut keine Interferenzen zu erwarten sind.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist der Einfluss der drei
Storfaktoren Hamaturie, Harnwegsinfekt und mechanische Manipulation bei
Probenentnahme derart hoch, dass diese als Ausschlusskriterien fur den
NMP22-Test gewertet werden sollten. Dies bestatigt ahnliche Ergebnisse aus

den Studien von Sharma et al. 1999 und Ponsky et al. 2001 — allerdings wurde
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hier die Hamaturie nicht bertcksichtigt und es ging ein deutlich kleineres

Patientenkollektiv von insgesamt 278 bzw. 608 Patienten ein.

Die Aussagekraft des Tests ware fur das ubrige Patientenkollektiv, das keines
der auszuschlieBenden Kriterien erflllt, deutlich héher. Zudem liel3e sich im
Hinblick auf die Kostenkontrolle die Zahl der unndétigerweise durchgefihrten

Urinmarkertests senken.

5.2. Bewertung der Tests bezuglich ihrer Storanfall  igkeit

An dieser Stelle soll eine Bewertung der Urinmarkertests folgen, die sich auf die
gewonnen Erkenntnisse bezuglich der Stoéranfalligkeit der Tests fir die
evaluierten Einflisse bezieht. Der beste Test ist derjenige, der in keiner Weise
durch den Storfaktor beeinflusst wird. Das bedeutet, dass weder beim Vorliegen
des Storfaktors falsch-positive Testergebnisse gehéauft sind, noch beim Fehlen

des Storfaktors falsch-negative Testergebnisse vermehrt vorkommen.

Dabei muss besonders beriicksichtigt werden, in welcher Haufigkeit die
Storfaktoren vorkommen. Das hier erstellte Ranking bezieht sich auf ein
Patientenkollektiv, in dem etwa 75% der Patienten eine Héamaturie und

naherungsweise ein Funftel einen Harnwegsinfekt hat.

Fur Patienten, die eine Hamaturie zeigen ist der UroVysion-Test der einzige
nicht beeinflusste und damit in diesem Sinne beste Urinmarker. Die
Urinzytologie wird teilweise beeinflusst, uCyt+ und NMP22 werden beide stark

von einer Hamaturie beeinflusst.

In der Diagnostik von Patienten mit Harnwegsinfekt stellen sich der UroVysion
und der uCyt+ als die besten Urinmarker dar, da sie beide vom Infekt in keiner
Weise beeinflusst werden. Bei der Zytologie sind vermehrt falsch-positive
Ergebnisse zu sehen, der NMP22-Test wird in beide Richtungen beeinflusst

und schneidet somit am schwéachsten ab.

In der Evaluation von invasiv enthommenen Urinproben kann davon

ausgegangen werden, dass die Zytologie am wenigsten beeinflusst wird. Hier
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ist auch eine Unterscheidung der Patientengruppen sinnvoll: Fir Patienten bei
Erstdiagnostik sind Zytologie und UroVysion gleichermal3en unbeeinflusst. Bei
Patienten, die zur Rezidivsuche kommen, ist der uCyt+-Test aussagekraftiger,
da dieser hier nicht beeinflusst wird. Der NMP22-Test unterliegt in beide

Richtungen starkem Einfluss.
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6. Zusammenfassung

In der nichtinvasiven Diagnostik des Harnblasenkarzinoms kommen mehrere
Urinmarkertests zum Einsatz. Ein Hauptproblem ist hierbei die limitierte
Wertigkeit der Testverfahren, die mdoglicherweise bedingt ist durch
einflussnehmende Storfaktoren. Mit der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss
der potenziellen Stérfaktoren Hamaturie, Harnwegsinfekt und Invasivitat der
Urinprobengewinnung auf die vier Biomarker NMP22, uCyt+, UroVysion und

Urinzytologie untersucht werden.

In die Studie ging ein Kollektiv von n=2365 Patienten ein, bei denen mindestens
einer der Tests bestimmt worden war. Eine nachfolgende Zystoskopie und
gegebenenfalls Histologie diente als Kontrollparameter fir die erhobenen
Testergebnisse. Nach vorher festgelegten Kriterien wurden die Einflussfaktoren
Hamaturie, Harnwegsinfekt und invasive Urinentnahme definiert, mittels
Aktenrecherche wurden die relevanten Patientendaten ermittelt und in einer
Datenbank fur die Studie aufbereitet. Durch Kontingenzanalysen und
multivariate Varianzanalysen wurde anschlieRend der Einfluss der Storfaktoren

auf die Testergebnisse evaluiert.

Die Urinzytologie wird bei gemeinsamer Betrachtung der Stérfaktoren lediglich
durch die Hamaturie signifikant beeinflusst. Bei invasiver Urinentnahme zeigt
die Zytologie im Vergleich der untersuchten Tests die geringste
Beeinflussbarkeit, und ist damit hier der beste Test.

Der UroVysion-Test wird von keinem der drei untersuchten Faktoren relevant
beeinflusst. Der einzige in den Kontingenzanalysen unabh&ngige Einflussfaktor
- die invasive Urinentnahme - weist bei der multivariaten Betrachtung keinen
signifikanten Einfluss mehr auf. Der UroVysion-Test stellt sich flr Patienten mit
Hamaturie oder Harnwegsinfekt als nicht beeinflusster und damit in diesem
Sinne bester Urinmarker dar.
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Unabhéangigen Einfluss auf das Testergebnis des uCyt+-Tests hat in der
multivariaten Analyse nur der Storfaktor Hamaturie. Obwohl der Harnwegsinfekt
als relatives Ausschlusskriterium fir den uCyt+-Test gehandelt wird, zeigt er
keinerlei Einflussnahme auf das Testergebnis. Mit dem UroVysion ist er unter

den untersuchten Tests der Beste bei Patienten mit Harnwegsinfekt.

Der NMP22-Test wird durch alle drei untersuchten Storfaktoren signifikant
beeinflusst. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wére denkbar, diese

als Ausschlusskriterien fur den NMP22-Test zu werten.
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7. Abkurzungen

Abb. = Abbildung
AUR = Ausscheidungsurogramm

Aqua dest. = destilliertes Wasser

BCG = Bacillus Calmette-Guérin

BLCA-4 = bladder cancer specific nulear matrix protein 4

BTA = bladder tumour antigen

bzw. = beziehungsweise

CEA = carcinomembryonales Antigen

CFHrp = complement factor H related protein

CIS = Carcinoma in situ

cm = Zentimeter

CT = Computertomographie

DIG-Anti-NMP22-Reagenz = digoxigeninmarkierte Antikdrper von der Maus
DNA = Desoxyribonukleinsaure

EAU = European Association of Urologists

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay

e.V. = eingetragener Verein

EORTC = European Organization for Research and Treatment of Cancer
et al. = et alii (lateinisch fur ,und andere®)

FDA = US Food and Drug Administration (US-Zulassungsbehdrde)
FISH = Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

GC = Chemotherapie-Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin
GmbH = Gesellschaft mit beschrankter Haftung (Unternehmensform)
H2S04 = Schwefelsaure

HA-HAase = Urinmarkertest, der Hyaluronsaure und Hyaluronidase detektiert
Hexvix = hexaminolaevulinate fluorescence cystoscopy

HGPUC = high grade papillary urothelial carcinoma

HRP-SAD-Reagenz = Meerrettich-Peroxidase-markierte Antikrper vom Schaf
HWI = Harnwegsinfekt

Inc. = Incorporated (Corporation, US-Unternehmensform)
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ISUP = International Society of Urological Pathology
JMP = Statistikprogramm

KGaA = Kommanditgesellschaft auf Aktien (Unternehmensform)
LGPUC = low grade papillary urothelial carcinoma

mechan. = mechanisch

ml = Mililiter

MRT = Magnetresonanztomographie

M-VAC = Kombinationstherapie aus Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin
und Cisplatin

nm = Nanometer

NMP = nuclear mitotic protein

NPW = negativer pradiktiver Wert

NuMA = nuclear mitotic apparatus protein

OPD = 0-Phenylenediamin (Reagenz beim NMP22-Test)
PDD = photodynamic diagnostic

PEG = Polyethylenglycol

PET-CT = Positronenemmisionstomographie

PUNLMP = papillary urothelial neoplasm of low malignant potential
p-Wert = Uberschreitungswahrscheinlichkeit

Tab. = Tabelle

TNM = Tumorstadien-Einteilung

TRAK = total reference air kerma

TUR-B = transurethrale Resektion der Blase

u/ml = Units (Einheiten) pro Mililiter

uUiCC = Union Internationale Contre le Cancer

Wahrsch. = Wabhrscheinlichkeit

WHO = World Health Organisation

WLC = white light cystoscopy

5-JUR = 5-Jahres-Uberlebensrate

T = Grad Celsius

ul = Mikroliter

pum =Mikrometer
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